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ABSTRAKT 
Tato diplomová práce se zabývá tvorbou polyelektrolytových komplexů chitosan-lignohumát, 
chitosan-polystyrensulfonát, chitosan-alginát a chitosan-karagenan. Práce je motivována 
hledáním vhodné alternativní látky za lignohumát. Metodou SEC-MALLS byly zjištěny 
molekulové hmotnosti pouţitých polymerů. Metodami izotermické titrační kalorimetrie 
a dynamického rozptylu světla byly studovány interakce mezi polyelektrolyty. Kalorimetrická 
měření prokázala sniţování míry interakcí se sniţující se koncentrací polyelektrolytů. Jako 
nejlepší byly vyhodnoceny experimenty, při kterých se přidával chitosan do polymeru. Byly 
prokázány interakce mezi reaktivními skupinami chitosanu a polyaniontu. Také byl potvrzen 
pořadí míchání polyelektrolytů na měřené veličiny. Tvorba komplexů byla potvrzena 
i měřením Z-průměru velikosti částic a zeta potenciálu a turbidimetricky. Nové materiály na 
bázi chitosanu mají potenciál v zemědělství či medicíně. 
ABSTRACT 
This master thesis deals with study of chitosan-lignohumate, chitosan-polystyrenesulfonate, 
chitosan-alginate and chitosan-carrageenan polyelectrolyte complexes. The work was 
motivated by research of finding suitable alternative substance for lignohumate. The 
molecular weights of substances were characterized using SEC-MALLS. A degree and 
a character of the interactions between polyelectrolyte were studied by isothermal titration 
calorimetry and dynamic light scattering method. The calorimetric experiments proved that 
decreasing concentration of samples causes decreasing of heat flow. The best calorimetric 
measurements were provided by adding chitosan into polymer solution. The interactions 
between chitosan and polyanions and influence of mixing order were proved also by 
measuring intensity of zeta potential, Z-average of particle size and turbidity. New chitosan-
based materials have a big potential in agriculture and medicine. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Klíčová slova: biopolymery, lignohumát, polyelektrolytové komplexy, izotermická titrační 
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1 ÚVOD 
Chitosan je po celulóze druhým nejrozšířenějším biopolymerem na Zemi. Jeho vyuţití je 
velmi široké, především v oblasti čištění vod, kosmetice, potravinářství a biomedicíně. 
Velkou výhodou chitosanu je jeho velká dostupnost a poměrně výhodná cena. Je 
charakteristický svou kationickou povahou, která ho téměř předurčuje k tvorbě 
polyelektrolytových komplexů (PEK). 
 Vhodným anionickým partnerem pro chitosan jsou huminové kyseliny (HK) zahrnující 
skupinu přírodních látek zatím neobjasněné struktury. Jedná se o jeden z největších zdrojů 
organického uhlíku. Nejen neznalost struktury, ale také nestejnorodost HK z různých zdrojů 
omezují naše schopnosti důkladně charakterizovat vznikající polyelektrolytové komplexy. 
Jejich tvorba jiţ byla prokázána, ovšem důkladnější studie zatím chybí. 
 Jednou z moţností, jak lépe pochopit interakce mezi chitosanem a HK, je najít modelovou 
sloučeninu se známou strukturou, ideálně přírodního původu a s podobnými vlastnostmi. Byly 
vybrány tyto (bio)polymery: alginát, karagenan a polystyrensulfonát sodný. 
 Pro studium polyelektrolytových komplexů byly vybrány metody izotermické titrační 
kalorimetrie, dynamického rozptylu světla a turbidimetrie. Izotermická titrační kalorimetrie 
sleduje vznik PEK z termodynamického hlediska. Pro charakterizaci pouţitých polymerů byla 
pouţita rozměrově vylučovací chromatografie (SEC-MALLS). Dynamický rozptyl světla nám 
umoţnil sledovat změny velikostí částic a stabilitu systému. Turbidimetrie zohledňuje tvorbu 
zákalu při formaci PEK. 
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2 CÍL PRÁCE 
Cílem této diplomové práce je najít vhodnou alternativní sloučeninu za huminové kyseliny, 
která by mohla být vyuţita k tvorbě polyelektrolytových komplexů s chitosanem. 
Optimalizovat jejich přípravu a vhodně charakterizovat metodami termické a strukturní 
analýzy. 
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3 TEORETICKÁ ČÁST 
3.1 Polyelektrolytové komplexy 
3.1.1 Polyelektrolyty 
Polyelektrolyty jsou polymerní molekuly s ionizovatelnými skupinami. Ve vhodném polárním 
rozpouštědle (nejčastěji ve vodě) dochází k disociaci, polymerní řetězce nesou náboje 
a zároveň jsou uvolněny protiionty do roztoku. Příklady těchto molekul jsou 
polystyrensulfonát, polymethakrylová kyselina a jejich soli. Do skupiny polyelektrolytů patří 
ale i další látky, především nukleové kyseliny a polysacharidy. Mnoho kvalitativních 
vlastností se liší v roztoku polyelektrolytu a nenabitého polymeru. Jedná se například 
o osmotický tlak, viskozitu, či chování řetězců.[1] 
3.1.2 Vznik a vlastnosti polyelektrolytových komplexů 
Prostým smísením roztoků polyaniontu a polykationtu vzniká polyelektrolytový komplex. 
Reakce probíhá ve vodném prostředí o pH podobném hodnotám pKa obou polyiontů. Vzniklý 
komplex můţe být ve formě koacervátu nebo hydrogelu. K tvorbě PEK vedou především 
elektrostatické interakce mezi ionizovanými skupinami polyiontů, uplatňují se však i další 
sekundární interakce. Pokud jsou však iontové interakce příliš silné, dojde k precipitaci. 
Můţeme jí zabránit zvýšením iontové síly. 
 Vlastnosti PEK jsou řízeny především mírou interakcí mezi polymery. Ty jsou dány 
hustotou nábojů a jejich relativním podílem v PEK. Můţeme získat upravené komplexy 
kontrolou podmínek při jejich vzniku. Nejzásadnější je pH roztoku, neméně důleţitá je také 
teplota, iontová síla, pořadí míchání polymerů, atd. Existují také další faktory, které ovlivňují 
vlastnosti vzniklých komplexů, jedná se především o vlastnosti konkrétně pouţitých 
polymerů. Je tedy sloţité zobecnit přípravu PEK a převádět ji do většího měřítka. 
Ke sledování vzniku PEK je moţno vyuţít metod turbidimetrie, reologie, měření pH 
a vodivosti.[2] 
3.1.3 Termodynamika vzniku polyelektrolytových komplexů 
Polyionty jsou v roztoku obklopeny elektrickou dvojvrstvou obsahující zvýšenou koncentraci 
protiiontů. Ve srovnání s roztokem obsahujícím kompletně náhodně umístěné ionty má 
dvojvrstva niţší energii (průměrná vzdálenost mezi kladnými a zápornými náboji je menší neţ 
mezi souhlasně nabitými náboji) a také entropii (malé ionty jsou více omezeny v translačním 
pohybu).  Při vzniku polyelektrolytového komplexu dochází do určité míry k rozpadu 
původních elektrických dvojvrstev a protiionty jsou uvolněny do roztoku. Dochází tedy ke 
změně entalpie i entropie v systému. 
 Změna entropie spojená se vznikem PEK je pravděpodobně kladná. Určujícím krokem je 
bránění uvolnění protiiontů do roztoku samotnou dvojvrstvou. Při nízké iontové síle roztoku 
je koncentrace soli ve shlucích protiiontů vyšší neţ v okolním roztoku. Jak roste koncentrace 
soli v roztoku, entropie získaná pro uvolnění protiiontů se zmenšuje. Tento děj je potvrzen 
počítačovými simulacemi. Dalším příspěvkem ke změně entropie je ztráta konfigurační 
a translační entropie polyelektrolytových řetězců během tvorby komplexu. Tento jev odporuje 
tvorbě komplexů, avšak pro dlouhé řetězce převaţuje entropie protiiontů, takţe tvorba PEK je 
řízena entropicky. 
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 Vznik PEK můţe být exotermním, nebo endotermním jevem v závislosti na koncentraci 
soli. Při nízké koncentraci soli je tvorba komplexu exotermní, zatímco při vysoké koncentraci 
endotermická. Energie tvorby komplexu také závisí na hustotě nábojů jednotlivých 
polyelektrolytů. Slabě nabité polyelektrolyty vykazují exotermní komplexaci. K silně nabitým 
polyelektrolytům je silně vázána velká část protiiontů, proto je tvorba komplexů z nich 
endotermní. 
 Reálně ale dochází ke kolísání mezi endotermní a exotermní tvorbou PEK, dochází k němu 
zřejmě kvůli kolísání v hustotě nábojů a energii iontových párů. Záleţí také na dielektriku 
okolí iontů a na chemické struktuře zúčastněných polyelektrolytů. Přispívat mohou dále Van 
der Waalsovy síly, hydrofobní interakce nebo vodíkové můstky. K zakolísání mezi 
endotermním a exotermním vznikem PEK podle pozorování dochází při změně mechanických 
vlastností (přechod z vlastností pevných látek ke kapalným). [3] 
3.1.4 PEK v medicíně 
Tvorba polyelektrolytových komplexů nevyţaduje pouţití katalyzátorů nebo iniciátorů. 
Vzniklé komplexy tedy není nutné purifikovat a obecně jsou lépe pouţitelné pro medicínské 
aplikace. V závislosti na pouţitých polyiontech jsou vzniklé systémy více či méně 
biokompatibilní. PEK botnají v závislosti na pH nebo přítomnosti určitých iontů. Vysoký 
obsah vody a hustota nábojů umoţňuje difuzi vody nebo léčivých molekul. Toho se vyuţívá 
v cílené distribuci léčiv, v buněčných kulturách, v technologiích enzymové imobilizace nebo 
pro tkáňové inţenýrství či hojení ran.[2] 
3.2 Chitosan 
Chitosan je přírodní polysacharid odvozený od chitinu, který je druhým nejrozšířenějším 
po celulóze. Chitosan je sloţen z monosacharidových jednotek 2-acetylamin-2-deoxy-β-D-
glukopyranózy (N-acetylglukosaminu), které jsou spojeny β-(1,4) glykosidovými vazbami. 
Deacetylací acetamidové skupiny vzniká 2-amino-2-deoxy-β-D-glukopyranóza 
(D-glukosamin). Strukturu chitinu, chitosanu a jeho protonované formy ukazuje Obr. 1 
Struktura chitinu, chitosanu a jeho kladně nabité formy podle [5]. 
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Obr. 1 Struktura chitinu, chitosanu a jeho kladně nabité formy podle [5]. 
 Chitosan je kopolymerem sloţeným z jednotek acetylových i deacetylových. Jejich poměr 
má za následek rozdíly ve vlastnostech výsledných polymerů. Poměr se označuje jako stupeň 
deacetylace (DD) nebo acetylace (DA). Komerčně je chitosan dodáván v různé kvalitě 
i čistotě. Nejčastěji se setkáváme s dělením chitosanu podle molekulové hmotnosti. Chitosan 
LMW (low molecular weight) je charakteristický stupněm deacetylace ≥ 75 % a molekulovou 
hmotností 20 – 190 kDa. U chitosanu HMW (high molecular weight) je udávána molekulová 
hmotnost v rozmezí 190 – 375 kDa a DD > 45 %. Komerčně dodáván je i MMW (medium 
molecular weight) chitosan, u kterého udává stupeň deacetylace 75 – 85 %. [1], [6] 
 Chitosan byl poprvé popsán v roce 1859 Charlesem Rougetem, který zkoumal převedení 
chitinu do roztoku. Alkalizací získal látku rozpustnou v kyselinách. Chitin byl poprvé objeven 
izolací z hub roku 1811 profesorem Henri Braconnotem. Následně byl objeven i v kutikulách 
hmyzu. Výskyt chitinu je však úctyhodný, můţeme ho nalézt v nejrůznějších organismech. 
Nachází se v protistech, houbovcích, ve schránkách vajíček vířníků a hlístic. U hmyzu jej 
můţeme nalézt také v peritrofické matrix, oocytech a kokonech. Dále také v ostnech olihní, 
kostech sépií a schránek ramenonoţců a měkkýšů. U strunatců byl výskyt chitinu potvrzen 
u pláštěnců, obsahují ho i ploutve současných ryb. Také mikroorganismy jako Rhizobium 
a Agrobacterium jsou schopné produkce krátkých chitosanových řetězců (chito-
oligosacharidů). Absolutně největší význam má ovšem obsah chitinu ve schránkách 
korýšů.[1] 
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 Chitin se tradičně získává z odpadu, který vzniká zpracováním mořských korýšů. Ze 
surového materiálu je nutné odstranit uhličitan vápenatý a proteiny. Chitin je poté moţné 
deproteinovat zředěným roztokem kyseliny chlorovodíkové a deacetylovat 40% roztokem 
hydroxidu sodného při 120 °C po dobu 1 – 3 h. Tímto způsobem získáme chitosan 
neacetylovaný ze 70 %. Dalším zdrojem pro výrobu chitosanu je chitin z mycelií hub. [1] 
Je známo, ţe chitin a chitosan je součástí buněčných stěn některých kvasinek a vláknitých 
hub, dále se vyskytuje v plísních. Ovšem biotechnologická výroba je zatím ve srovnání 
s tradiční výrobou příliš neefektivní. Výjimkou by mohla být produkce chitosanu vysoce 
čistého, který by pak nalezl uplatnění především v medicínských aplikacích. [8], [9], [10] 
 LMW chitosan se získává depolymerací, ta můţe probíhat chemickou cestou za pouţití 
kyseliny fosforečné nebo chlorovodíkové. Obecně ale dochází ke komplikacím v podobě 
nízkých výtěţků či vzniku neţádoucích derivátů.[11], [12] Řešením je enzymatická 
depolymerace, která probíhá velmi specificky a za mírných podmínek. Pouţívají se enzymy 
chitinasa, chitosanasa, neutrální proteasa nebo papain.[13], [14] 
 Z chemického hlediska je chitosan lineární polysacharid s reaktivními amino 
a hydroxylovými skupinami. Díky amino skupině v C-2 poloze je chitosan všestrannější neţ 
chitin. Typickými reakcemi pro chitosan jsou N-acylace a Schiffovy reakce. N-alkylované 
chitosany obsahují objemné substituenty, které oslabují vodíkové můstky, a tím umoţňují 
rozpustnost ve vodě i přes vysokou hydrofobicitu původní molekuly chitosanu. [15] Reaktivní 
skupiny chitosanu umoţňují přípravu mnoha derivátů. Reakcí s kyselinou chloroctovou 
v přítomnosti NaOH získáme O- nebo N-karboxymethylchitosan. Dalšími deriváty jsou 
například: chitosan-6-O-sulfát, trimethylchitosan amonium, alkylované chitosany, chitosany 
s navázanými disacharidy či různé roubované kopolymery. [16] 
 Chitosan je příkladem bazického polysacharidu. Chitin je velmi hydrofobní a nerozpustný 
ve vodě a většině organických rozpouštědel. Rozpustný je například 
v hexafluoroisopropanolu, hexafluoroacetonu a chloroalkoholech ve spojení s vodnými 
roztoky minerálních kyselin a dimethylacetamidu s přídavkem chloridu lithného. Chitosan 
je nerozpustný ve vodě, je však rozpustný v mnoha zředěných kyselinách (octová, mravenčí, 
chlorovodíková, aj.) [15] Jednou z významných vlastností chitosanu je jeho schopnost 
chelatace. Při téměř neutrálním pH dokáţe vázat ionty měďnaté, rtuťnaté, nikelnaté 
či zinečnaté. Tato schopnost je uţitečná v oblasti úpravy odpadních vod. Chitosan by mohl 
být vyuţíván i k imobilizaci enzymů.[1] 
3.2.1 Aplikace chitosanu v různých odvětvích 
Moţnosti aplikace chitosanu jsou nesmírně široké díky kombinaci výjimečných vlastností, 
ke kterým patří biokompatibilita, biodegradabilita či netoxicita. Vyuţití nalézá chitosan 
v biomedicíně, kosmetice, potravinářství či zemědělství. 
 V potravinářském průmyslu se vyuţívá baktericidních a fungicidních vlastností chitosanu. 
Aplikace chitosanu na ovoce chrání před růstem mikroorganismů. Je tedy moţnost pouţít 
chitosan jako přírodní konzervant. Filmy vytvořené na bázi chitosanu prokazatelně chrání 
čerstvé i mraţené potraviny, chrání ovoce před hnědnutím. Také se pouţívá pro odstranění 
zákalu v ovocných dţusech. Přidává se do krmiv pro zvířata. Bylo prokázáno, ţe chitosan 
sniţuje hladinu cholesterolu v krvi. Chitosan vytváří v ţaludku s tuky emulzi. V tenkém 
střevě se olejové kapičky zachytávají v řetězcích polysacharidu a jsou vyloučeny z těla. 
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V Japonsku se běţně prodávají potraviny s chitosanem. Na trhu dnes existuje mnoho doplňků 
stravy na bázi chitosanu. Měly by pomáhat řešit nadváhu. 
 Chitosan také nalezl velké uplatnění v kosmetickém průmyslu. Běţně jej můţeme nalézt 
ve vlasové, dekorativní, pleťové i zubní kosmetice. Chitosan obalí vlas a dodá mu jemnost, 
hladkost a mechanickou pevnost. Výborně funguje jako antistatický přípravek. Velká 
molekulová hmotnost zabraňuje průniku chitosanu do kůţe, tím je pro kosmetiku naprosto 
bezpečný. [15] 
 Chelatační vlastnosti chitosanu se vyuţívají k čištění vod od těţkých kovů, ropy a ropných 
produktů. V papírenství se chitin i chitosan pouţívá ke zpevňování recyklovaného papíru. 
V textilním průmyslu chitosan pomáhá odstraňovat barviva z barvicí lázně. V zemědělství 
se chitin pouţívá k ošetření semen. V chemické oblasti se chitin a chitosan vyuţívá 
v tenkovrstevné nebo vysoce účinné kapalinové chromatografii. [15], [17] 
3.2.2 Chitosan v medicíně 
V posledních desetiletích byl chitosan uznán jako bezpečná pomocná látka pro léčivé 
přípravky. Svou pozornost získal výbornou schopností adherovat na mukózní, měkké i tvrdé 
tkáně. Klinické studie prováděné podáváním implantací, injekčně, topicky či poţitím 
neprokázaly ţádné zánětlivé či alergické reakce. Filmy na bázi chitosanu s nízkým stupněm 
deacetylace jsou kvalitními materiály pro hojení povrchových ran. Film přilne k fibroblastům 
a podporuje proliferaci keratinocytů a tím epidermální regeneraci.[18] 
 Chitosan je jedním z nejpopulárnějších biomateriálů pro výzkum cílené distribuce léčiv. 
Jedná se o poměrně nové odvětví farmacie, jeho rozvoj jde ruku v ruce především 
s nanotechnologiemi. Existuje několik strategií, jak léčivo řízeně transportovat i uvolnit 
na poţadovaném místě. Nejpokročilejší je aktivní cílený transport, kdy je lékový systém 
vybaven směrovací částí, která jej doručí do určeného místa. Nejpokročilejší moţností 
je navrhnout částice tak, aby se rozpustily nebo rozloţily specifickým enzymem nebo změnou 
pH. Takto se mohou uvolňovat léčiva cíleně v tlustém nebo tenkém střevě, případně uvnitř 
nádoru, kde je niţší pH neţ v krvi.[19] 
 Nejvíce jsou z chitosanu produkovány nosiče s cílem zlepšit účinky enkapsulovaných 
molekul, makromolekul či léčiv o nízké hmotnosti. Nesmírnou výhodou chitosanu je 
schopnost přechodně otevřít těsné spoje mezi jednotlivými buňkami (lat. zonula occludens) 
a moţnost připravit modifikované chitosany, které mají pro konkrétní aplikaci lepší vlastnosti. 
Biodegradabilita chitosanu byla potvrzena za fyziologických podmínek. Řetězce jsou štěpeny 
enzymaticky působením lysozymu a chitinasy. Fragmenty oligosacharidů se poté zapojí 
do běţného metabolismu. [20] 
 Chitosan nalézá uplatnění v rapidně rozvíjejícím se oboru tkáňového inţenýrství. Vyuţívá 
strukturních a funkčních vztahů v normální a patologické tkáni k vyvinutí biologických 
náhrad za účelem obnovit, zachovat nebo zlepšit biologickou funkci. Z chitosanu mohou být 
připraveny s přesně kontrolovaným sloţením, funkcí a morfologií jak tenké filmy, jemné gely, 
tak i tvrdé houbičky a nanovlákna. Pro kostní náhrady byly studovány scaffoldy na bázi 
chitosanu modifikované hydroxyapatitem. Dále byly na základě chitosanu připraveny také 
například umělé chrupavky, jaterní a nervová tkáň. [18],[21] 
 Tímto výčtem samozřejmě nebyly vyčerpány všechny moţnosti vyuţití chitosanu 
v medicíně. Cílem bylo ukázat, jak je chitosan všestranný a uţitečný pro zdraví. I proto je 
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nutné jej důkladně studovat a znát jeho vlastnosti a chování v různých 
směsných biomateriálech.  
3.3 Huminové látky 
 Huminové látky (HL) jsou látky běţně vyskytující se přirozeně v půdách a vodách. Jedná 
se o směs organických, cyklických a aromatických struktur, ve kterých je vázáno významné 
mnoţství organického uhlíku. S ostatními sloučeninami (proteiny, polysacharidy, 
aminokyseliny a sacharidy) jsou součástí humusu. HL vznikají v přírodě procesem 
chemického a biologického rozkladu organických zbytků v půdách. Tento proces se nazývá 
humifikace a existuje několik teorií, jak přesně probíhá. [22] Nejvíce se huminové látky 
vyskytují v kaustobiolitech – rašelina, lignit a oxihumolit. Dále se vyskytují v píscích, jílech 
i v běţných půdách. [23] 
Konvenčně se huminové látky dělí podle rozpustnosti v kyselém/bazickém prostředí. 
 Humin – černá frakce, která je nerozpustná ve vodě, kyselinách i zásadách. 
 Fulvinové kyseliny (FK) – rozpustné ve vodě při všech hodnotách pH. Zůstávají 
v roztoku po odstranění huminových kyselin. Tato frakce je ţlutá aţ ţlutohnědá. 
 Huminové kyseliny (HK) – jsou nerozpustné v kyselinách (pH<2) a rozpustné 
v zásadách. Zbarvení HK je tmavě hnědé aţ černé. Rozdíl mezi FK a HK je hlavně 
v molekulové hmotnosti, počtu funkčních skupin a velikosti molekul.[24] 
Huminové látky a jejich preparáty můţeme dělit také podle zdroje, z kterého jsou získávány. 
 HL 1. generace jsou látky získávané těţbou (např. leonarditu nebo oxihumolitu). Tyto 
látky vznikaly ve velkých hloubkách miliony let. Za tu dobu na sebe můţe surovina 
navázat mnoho znečišťujících látek, které ji znehodnotí. 
 HL 2. generace jsou humáty vyrobené z rašeliny a jezerních sapropelů. Mohou 
obsahovat aţ 8 % HK a stopové mnoţství FK. U produktů HL 1. i 2. generace je 
sloţité kontrolovat kvalitu výsledného produktu. 
 HL 3. generace – lignohumáty jsou směsí vysokomolekulárních 
i nízkomolekulárních huminových látek. Jsou plně rozpustné. Fakulta chemická se 
zabývá výzkumem HL ve spolupráci s komerčními partnery. Jedním z nich je firma 
Amagro, která vyrábí lignohumát metodou umělé humifikace lignosulfonátu (odpad 
z dřevní hmoty při výrobě celulózy). Přirozený proces humifikace, který přirozeně trvá 
aţ miliony let, je výrazně urychlen a vzniká produkt, který obsahuje aţ 90 % solí 
huminových kyselin. [25] 
 Znalosti o sloţení a struktuře HL jsou omezené i přes léta výzkumu. Makromolekuly 
huminových kyselin jsou velké a komplexní. Víme, ţe HL obsahují nejvíce organický uhlík, 
dále však heteroatomy – kyslík, dusík, vodík a síra. Obsah a poměr funkčních skupin, 
ve kterých je obsaţen organický dusík, se liší v HL podle různých zdrojů a prostředí. Přehled 
funkčních skupin uvádí Tabulka 1.  
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Tabulka 1 Funkční skupiny v různých formách rozpuštěného organického uhlíku podle [25]. 
Funkční skupina struktura výskyt 
kyselé skupiny   
karboxylová (Ar–)R–COOH 90 % veškerého organického uhlíku 
fenolická Ar–OH vodní huminové látky, fenoly 
s enolickým vodíkem (Ar–)R–CH=CH–OH vodní huminové látky 
chinonová Ar=O vodní huminové látky, chinony 
bazické skupiny   
aminová (Ar–)R–CH2–NH2 aminokyseliny 
amidová (Ar–)R–C=O(–NH–R) peptidy 
iminová CH2=NH (nestabilní) huminové látky 
neutrální skupiny   
alkoholová (Ar–)R–CH2–OH vodní huminové látky, cukry 
etherová (Ar–)R–CH2–O– CH2–R vodní huminové látky 
ketonická (Ar–)R–CH2=O(–R) vodní HL, těkavé látky, ketokyseliny 
aldehydická (Ar–)R–CH2=O(–H) cukry 
esterová (laktonová) (Ar–)R–CH2=O(–OR) vodní HL, hydroxykyseliny, taniny 
cyklická imidová (R–)O=C–NH–C=O(–R) vodní huminové látky 
 
 Zatím není známá ani přesná struktura molekul HL (a hlavně HK). Vědci se snaţí vytvořit 
model průměrné molekuly i přes výrazné rozdíly mezi molekulami různého původu.[23] 
Klasickým příkladem je struktura podle Stevensona z roku 1982. Ukazuje molekulu HK jako 
velkou molekulu obsahující skelet z aromatických struktur, volné a vázané fenolické 
hydroxylové skupiny, chinonové struktury, dusík a síru jako můstkové atomy a karboxylové 
skupiny vázané na aromatických kruzích. Dále je zobrazená i sacharidová a aminokyselinová 
jednotka a přítomnost peptidické vazby. [27] 
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Obr. 2 Model huminové kyseliny podle [26]. 
 Huminové kyseliny jsou rozpustné v zásadách a nerozpustné v kyselinách. Jsou schopné 
vázat kovové prvky z kapalných i pevných směsí. Chinolinové struktury v HK mohou vázat 
aminokyseliny. Obecně sorpční a transportní schopnosti HK jsou nejvíce vyuţívány v praxi. 
Huminové kyseliny jsou taky schopné příznivě ovlivňovat fyziologii rostlin. [28] HK 
se chovají jako slabě kyselé polyelektrolyty. Záporné náboje mohou vznikat z karboxylových, 
fenolických, enolických a imidových funkčních skupin. Také mají významnou pufrační 
schopnost. Síť záporných nábojů v HL vykazuje mobilitu v elektrickém poli. Elektronegativní 
skupiny se mohou účastnit oxidačně-redukčních reakcí. [29] 
3.3.1 Aplikace huminových látek 
 Huminové kyseliny mají vyuţití v mnoha oborech. V zemědělství se pouţívají k vylepšení 
kvality půdy a udrţení vlhkosti. Dnes jsou HK běţnou součástí hnojiv v podobě humátů (soli 
HK) vápenatých, sodných nebo amonných. Dále HK chelatují ionty ţeleza, které se pak 
stávají přístupnější pro rostliny. HK také zvyšují produkci rostlinných enzymů, pomáhají 
růstu a podporují tvorbu kořenového systému a zlepšují přijímání ţivin. [28], [30] 
 HL se pouţívají v koţedělném průmyslu jako barvivo a činidlo k vydělávání kůţí a jako 
přísada při finální úpravě produktů. V dřevozpracujícím a papírenském průmyslu se HL 
vyskytují jako barviva pro lepenku, papír i nábytek. Huminové látky také zlepšují 
mechanickou pevnost, toho se vyuţívá při výrobě keramiky. Také se vyuţívají při produkci 
plastů jako barviva Nylonu 6 nebo PVC, také zpevňují polyuretanové pěny. [31] Vyuţívání 
humátů ke hnojení pomáhá šetřit ţivotní prostředí před umělými hnojivy. Dokáţou 
odstraňovat těţké kovy, mastnotu, ropu a dalších látky z odpadních vod. [32] 
3.3.2 Aplikace huminových látek v medicíně 
 Jiţ od starověku se vyuţívá huminových látek obsaţených v bahně a rašelině ve formě 
zábalů a koupelí. Indikací jsou především gynekologické poruchy (chronické záněty, 
neplodnost, hormonální nerovnováha, klimakterium), revmatická onemocnění (artróza, dna, 
poúrazové rehabilitace) a koţní problémy (chronické ekzémy, psoriáza). Kontraindikací jsou 
akutní zánětlivá, infekční onemocnění a také maligní tumory. Při balneoterapii dochází 
k zahřívání organismu, je podpořen krevní oběh a jsou nastartovány hojivé procesy 
v postiţených tkáních.  
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 I přes příznivé účinky na pacienty není moc známo, jak přesně huminové látky v léčivých 
procesech fungují. Byly prováděny výzkumy interakcí HL s izolovanými enzymy, efekty 
na krevní sráţlivost, estrogenovou aktivitu a také interakce s různými škodlivými látkami. 
 Byly prokázány antivirové účinky proti slintavce, kulhavce, chřipce typu A či viru herpes 
simplex typu 1. Také se zkoumal vliv proti viru HIV. Huminové kyseliny se zkoumaly jako 
léčivo bránící vzniku gynekologických pooperačních srůstů, byl prokázán vliv na aktivaci 
fibrinu. Byly zkoumány i intoxikační schopnosti při perorálním podávání HK. 
Ve veterinárním lékařství se HL pouţívají jako léky proti gastrointestinálním chorobám a jsou 
vyuţívány jako antidotum při otravě organismu. [33] 
3.4 Alginát 
Alginát je přírodní blokový kopolymer obsahující jednotky β-D-mannuronové kyseliny (M) 
a α-L-guluronové kyseliny (G). Jednotky jsou spojené β-(1,4) glykosidovými vazbami. 
Na obrázku (Obr. 3 Chemická struktura G-bloku, M-bloku a alternujícího bloku v alginátu) 
vidíme řetězce obsahující bloky sloţené pouze z M, G nebo MG jednotek v různém poměru, 
který se liší podle zdroje alginátu.[34] 
 
Obr. 3 Chemická struktura G-bloku, M-bloku a alternujícího bloku v alginátu podle [34]. 
 Alginát v mořských řasách byl poprvé popsán roku 1881 britským chemikem Stanfordem. 
V hnědých mořských řasách (Phaeouphyceae) tvoří aţ 40 % hmoty v mezibuněčné hmotě ve 
formě gelu spolu se sodnými, vápenatými, hořečnatými, strontnatými nebo barnatými ionty. 
Funkcí alginátu v řasách je dávat tkáním pevnost a pruţnost. Alginát je produkován také 
některými půdními bakteriemi rodu Azotobacter nebo Pseudomonas, ovšem průmyslová 
extrakce z mořských řas stále převyšuje díky ekonomické výhodnosti. 
 Produkce alginátu z mořských řas je plně vyvinutým průmyslovým procesem. Nejprve jsou 
umleté části řas obsahující ve vodě nerozpustný alginát s ionty sodíku, hořčíku, vápníku nebo 
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stroncia (podle sloţení mořské vody) okyseleny zředěnou minerální kyselinou, nejčastěji 
chlorovodíkovou. Vzniklá kyselina alginová je neutralizována alkálií, nejčastěji uhličitanem 
vápenatým nebo hydroxidem sodným. Zbytky řas jsou odstraněny separačními metodami 
(sítováním, flotací, centrifugací, filtrací). Rozpustný alginát sodný je sráţen přídavkem 
alkoholu, chloridu vápenatého nebo minerální kyseliny. Pokud je potřeba, je opět převeden 
na sodnou sůl a konečně se usuší a umele. [35] 
 Reaktivními centry alginátu jsou hydroxylové a karboxylové skupiny rozmístěné po celé 
délce alginátového řetězce. Jsou známy způsoby modifikace alginátu za účelem zlepšení nebo 
přizpůsobení vlastností fyzikálně-chemických, biologických nebo mechanických zamýšlené 
funkci. Konvenční chemické modifikace zahrnují roubovanou kopolymeraci, oxidaci, 
síťování s polyvalentními kationty nebo kationickými polymery, esterifikaci či sulfataci. 
Esterifikace je jednoduchou metodou, jak zavést alkylové skupiny na kostru alginátu. 
Selektivní oxidace jodistanem umoţňuje zvýšit biodegradační rychlost, coţ je uţitečné pro 
aplikace tkáňového inţenýrství.[36] 
 Karboxylové skupiny na polysacharidovém řetězci alginátu nesou záporný náboj a jsou 
schopny elektrostaticky interagovat s kladně nabitými molekulami za vzniku gelu. Ke gelaci 
dochází, pokud jsou sodíkové ionty z G-bloků nahrazeny multivalentními kationty. G-bloky 
se skládají do charakteristické struktury. Nejstudovanější jsou gely tvořené vápenatými ionty. 
Kaţdý řetězec se postupně spojí s ostatními a vznikne třídimenzionální síť s významným 
obsahem vody, tedy hydrogel.[37], [38] 
 
Obr. 4 Schéma tvorby Ca-alginátového gelu podle [37]. 
3.4.1 Aplikace alginátu 
Alginát nachází uplatnění v celé řadě odvětví – například v obuvnictví jako ingredience do 
leštěnek na boty nebo obecně v barvířském průmyslu. Naprosto nejvíce je však alginát 
vyuţíván v potravinářství. Tradičně je jeho konzumace spojena s vyuţitím mořských řas 
v asijské stravě. Zároveň je však alginát hojně studován a pouţíván v medicínských 
vědách.[39] 
 Bezpečnost alginátu v potravinářství potvrdila Evropská unie přiřazením 
charakteristických E čísel. Alginová kyselina je E400, algináty sodný, draselný, amonný 
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a vápenatý jsou E401-E404. V menší koncentraci se můţe pouţívat i propylen glykol alginát, 
kterému je přiřazeno číslo E405. Vyuţití alginátu v potravinářství vychází z jeho výhodných 
vlastností. Pouţívá se jako gelační činidlo, dále jako zahušťovadlo v dţemech, dezertech, 
omáčkách. Alginát pomáhá stabilizovat různé výrobky, které musí projít velkým teplotním 
šokem. Patří k nim třeba zmrzliny, u kterých alginát s dalšími hydrokoloidy pomáhá 
eliminovat tvorbu ledových krystalků, a tím pomáhají vzniku ţádoucí struktury výrobku. Bylo 
také zjištěno, ţe alginát má schopnost stabilizovat emulze, čehoţ se vyuţívá například 
u studených omáček. Alginát se pouţívá i v enzymových technologiích jako imobilizační 
prostředek (například v mlékárenském a sýrařském průmyslu). [39] 
3.4.2 Medicínské aplikace alginátu 
 Ve farmacii se alginát vyuţívá podobně jako v potravinářství, jako zahušťující, gelační 
a stabilizační činidlo. Vzrůstá ale počet aplikací, které jsou spojené s řízeným uvolňováním 
léčiv a tkáňovým inţenýrstvím. Alginátové gely jsou studovány z hlediska prodlouţeného 
uvolňování účinných látek (např. antibiotika, analgetika). Do gelů mohou být inkorporovány 
i tak velké a citlivé molekuly, jako jsou proteiny. Řízení jejich uvolňování je ovšem zatím 
předmětem zkoumání. 
 Klasickým medicínským vyuţitím alginátu je mokré hojení ran. Zatímco klasické krycí 
materiály plní pouze funkci fyzické bariéry mezi ránou a okolím, moderní výrobky nevysušují 
prostředí rány a usnadňují zahojení. Alginátové obvazy jsou typicky vyráběny z gelu, který je 
lyofilizován. Finální podobou můţe být pěnová houbička nebo netkaná textilie. Na trhu jiţ 
několik let existuje mnoho výrobků od různých firem.  
 Alginátové gely se ujaly jako modelový systém pro studium savčích buněk. Mohou být 
připraveny 2-D i 3-D kultury. Vyuţívají se ke studiu působení různých peptidů, proteinů nebo 
látek na buněčné kultury. Pomocí alginátových gelů se zkoumá prostředí ovlivňující buňky 
signalizující rakovinu a vaskularizaci nádorů. Zároveň s modelovými systémy se rozvíjí 
zobrazovací techniky, které umoţňují sledování celého prostředí a v reálném čase.[34] 
 Alginát je také vhodným kandidátem pro tvorbu scaffoldů v tkáňovém inţenýrství. Kvůli 
nízké mechanické odolnosti se však do těchto gelů přidávají další materiály jako kolagen, 
poly(laktid-co-glykolid), poly-L-lysin, polyethery, chitosan a další. Scaffoldy mohou být 
připraveny ve formě gelu, porózních sítí, houbiček, filmů nebo mikrokuliček. Nevýhodou 
alginátu v tkáňovém inţenýrství je špatná adheze buněk a degradace in vivo. Alginátové 
scaffoldy byly studovány pro regeneraci kostí, chrupavek, nervů a pojivových tkání. [40] 
 Mezi další uplatnění alginátu patří enkapsulace probiotik. [39] Je součástí antacid 
a pouţívá se i ve hmotách, kterými se tvoří modely chrupu v zubním lékařství. [41] Stejně 
jako jiţ popisovaný chitosan má alginát obrovskou škálu vyuţití v moderních medicínských 
odvětvích, proto je důleţité mu věnovat pozornost.  
3.5 Karagenany 
Jako karagenany souhrnně označujeme skupinu polysacharidů získaných z určitých červených 
řas z rodu Rhodophyta. Poprvé byl izolován v Irsku na začátku 19. století, také název 
karagenan pochází z irského výrazu pro řasu, z které byl vyizolován, carrageen, coţ česky 
znamená malý kámen. Karagenany se tradičně dělí na šest forem: iota (ι), kappa (κ), lambda 
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(λ), mý (μ), ný (ν) a theta (θ). Tohle dělení rozlišuje ideální chemickou strukturu a běţně se 
pouţívá pro komerční označení. 
 κ-karagenan se získává převáţně z tropické mořské řasy Kappaphycus alverezii, 
ι-karagenan z řasy Eucheuma denticulatum. Mořské řasy se často alkalicky extrahují za 
vysokých teplot, aby došlo k přeměně μ- a ν-karagenanů na komerční κ-, ι- a λ-karagenany. 
Zdrojem λ-karagenanů jsou mořské řasy rodu Gigartina a Chondrus. Gametofytické rostliny 
produkují hybridní κ/ι-karagenan, který je známý jako slabě gelující. Obsahuje různý poměr 
obou typů. 
 Z mořských řas se karagenan získává extrakcí, která je často předmětem obchodního 
tajemství konkrétní firmy. Princip extrakce je u všech typů karagenanů stejný, liší se 
v detailech pro jednotlivé typy karagenanu. Obecně horkou vodou získáme z promytých 
červených řas viskózní roztoky, které se filtrují pod tlakem a s přídavkem rozsivkové zeminy. 
Přídavkem etanolu pak karagenany koagulují ve vláknité formě, následuje vysušení a mletí 
produktu. V případě potřeby jsou karagenany ještě enzymaticky čištěny od celulóz 
a hemicelulóz. [45] 
 Chemicky jsou karagenany hydrofilní lineární sulfatované galaktany. Obsahují 
β-D-galaktopyranosové jednotky spojené β(1,3)glykosidovými vazbami (G jednotky) 
a α-D-galaktopyrsanosové jednotky spojené navzájem α-(1,4)glykosidovými vazbami 
(D jednotky) nebo 3,6-anhydro-α-D-galaktopyranosové jednotky spojené  
α-(1,4)glykosidovými vazbami (DA jednotky), tyto monomery tvoří opakující se 
disacharidové jednotky. Jednotky se označují podle přítomnosti 3,6-anhydro-můstku na 
4C galaktosovém zbytku a podle pozice a počtu sulfátových skupin. Písmenné označení 
jednotlivých sacharidových jednotek ukazuje následující tabulka (Tabulka 2 Rozlišení 
různých sacharidových jednotek v karagenanech podle [42]).[43] 
Tabulka 2 Rozlišení různých sacharidových jednotek v karagenanech podle [42]. 
Písmenný kód Typ karagenanu Název podle IUPAC 
G β β(1,3)-β-D-galaktopyranosa 
D nebyl nalezen α(1,4)-α-D-galaktopyranosa 
DA κ, β α(1,4)-3,6-anhydro-α-D-galaktopyranosa 
S κ, ι, λ, μ, ν, θ ester kyseliny sírové (O-SO3
-
) 
G2S λ, θ β(1,3)-β-D-galaktopyranosyl-2-sulfát 
G4S κ, ι, μ, ν β(1,3)-β-D-galaktopyranosyl-4-sulfát 
DA2S ι, θ α(1,4)-3,6-anhydro-α-D-galaktopyranosyl-2-sulfát 
D2S, 6S λ, ν α(1,4)-α-D-galaktopyranosyl-2,6-disulfát 
D6S μ α(1,4)-α-D-galaktopyranosyl-6-sulfát 
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 Struktura karagenanu je proměnlivá. Jak názvosloví podle Knutsena i řecké ukazuje pouze 
ideální sloţení karagenanu. Ve skutečnosti se můţe sloţení lišit i po stejně provedené izolaci 
ze stejné řasy, jen z jiného místa. Obecně můţeme říci, ţe κ-karagenan obsahuje kolem 22 % 
sulfátových skupin, ι-karagenan průměrně 32 % a λ-karagenan 38 % sulfátových skupin. 
Obsah těchto skupin naprosto zásadně ovlivňuje vlastnosti a moţnosti pouţití konkrétních 
variant karagenanu, proto existuje mnoho metod, které ověřují obsah sulfátů. Doporučenou 
a schválenou metodou je selektivní hydrolýza sulfátových esterů kyselinou a následná 
precipitace baryem. Ukazuje se však, ţe metoda je jiţ poměrně překonaná a postupně 
ji nahrazují jiné za pouţití například infračervené spektroskopie, nukleární magnetické 
rezonance či vysokoúčinné kapalinové chromatografie. [44] 
 Karagenany jsou obecně rozpustné ve vodě a nerozpustné v organických rozpouštědlech, 
olejích či tucích. Přirozeně se v karagenanech vyskytují ionty sodné, draselné, vápenaté 
a hořečnaté. Počet sulfátových skupin, 3,6-anhydro můstků a konkrétní přítomné kationty 
ovlivňují rozpustnost ve vodě, viskozitu, tokové chování, ale i schopnost gelovat. [43], [44] 
 Ke gelujícím karagenanům patří typy kappa a iota. λ-karagenan není schopen gelovat, 
proto se pouţívá jako zahušťovadlo. κ-karagenan typicky tvoří pevné a křehké gely, 
které často vykazují synerezi, zatímco ι-karagenan tvoří elastické a měkké gely, které 
nevypuzují vně vodu. [44] Mechanismus gelace κ-karagenanu zahrnuje nejprve přechod 
z náhodného klubka na šroubovici během ochlazení, a poté dochází v přítomnosti vhodných 
kationtů k agregaci jednotlivých šroubovic. Vhodnými kationty jsou všechny kationty 
alkalických kovů, nejefektivnějšími však jsou kationty draselné a rubidné. [43] 
 Viskozita karagenanů závisí na teplotě, koncentraci, rozpouštědle a molekulové hmotnosti. 
Exponenciálně vzrůstá právě s koncentrací, kdy vykazuje typické chování lineárních 
polymerů s náboji, tedy polyelektrolytu. Další nárůst viskozity můţe nastat při interakcích 
mezi lineárními řetězci nebo při tvorbě fyzikálního gelu síťováním. [43] 
3.5.1 Aplikace karagenanu 
 Karagenan patří k polysacharidům, které nachází opravdu široké uplatnění od 
potravinářství přes kosmetiku a farmacii aţ k průmyslovým suspenzím a nátěrům. 
[45]Nejvíce jsou však aplikace karagenanu spojeny s jeho konzumací. Dlouho přetrvával 
názor, ţe karagenan je pro lidi naprosto bezpečný. Později se však ukázala spousta studií, 
která ukazovala schopnost karagenanu vyvolávat zánětlivé reakce v zaţívacím traktu 
laboratorních zvířat. Mnoho studií si ovšem protiřečilo. Nakonec se odpovědné americké 
organizace rozhodly doporučit, aby nebyl karagenan pouţíván v kojenecké stravě. Došlo totiţ 
k znepokojení při zjištění, ţe se dávky karagenanu poţité právě v kojenecké stravě shodují 
s mnoţstvím, které je schopné indukovat záněty u laboratorních myší a krys. Evropa 
zareagovala podobným postojem. Obecně se však karagenan povaţuje za bezpečný a je 
povoleno jej vyuţívat. [46] 
 V potravinářském průmyslu našel karagenan opravdu široké uplatnění. Vyuţívá se jeho 
schopnosti vázat vodu, poskytovat gely, zahušťovat, stabilizovat a obecně zlepšovat vzhled 
a chutnost potravin. Karagenan se hojně pouţívá v mlékárenství, protoţe silně interaguje 
s kaseinem přítomným v mléčných výrobcích. Karagenan (hlavně kappa) se přidává například 
do zmrzlin, mléčných koktejlů, polev či pudinků. Dále se s ním můţeme setkat v masných 
a uzenářských výrobcích či ovocných sorbetech nebo v ţelé. Karagenan je také součástí krmiv 
pro zvířata a mimo potravinářský průmysl se s ním setkáme v zubních pastách. [45], [46] 
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3.5.2 Karagenan v medicíně a farmacii  
 Stejně jako jiţ diskutovaný chitosan a alginát, i karagenan nachází uplatnění v medicíně 
a farmaceutickém průmyslu. Jedním z příkladů je pouţití κ-karagenanu jako imobilizátoru 
pro Streptomycety, které potom lépe produkují tetracyklinová antibiotika. Karagenan také 
pomáhá produkci semisyntetických antibiotik (podporuje tvorbu 6-aminopenicilanové 
kyseliny) i syntetických antibiotik (podpora enzymatické transformace aminokyselin). 
Karagenanové gely se pouţívají i k imobilizaci různých mikroorganismů, které mají 
purifikační schopnosti (například degradace 4-chlorfenolu).[46] 
 Dále byla prokázána antioxidační schopnost karagenanu a dokonce účinnost proti kočičímu 
herpesviru in vitro. Karagenan se ukázal jako vhodný kandidát pro přípravu nanočástic, 
které by byly schopny cílené distribuce léčiv. Jsou netoxické, biokompatibilní a velmi 
bezpečné. Byly studovány i nanokompozity sloţené z karagenanu a zlata ve formě 
nanokuliček a nanotyčinek. Přítomnost kovu významně vylepšila viskoelastické vlastnosti 
samotného karagenanu.[47] 
3.6 Polystyrensulfonát sodný 
Polystyrensulfonáty (PSS) jsou deriváty odvozené od polystyrenu. Existují ve formě 
lineárního polymeru, pak je rozpustný ve vodě, nebo jako pryskyřice (síťovaná forma), která 
je ve vodě nerozpustná. Jedná se o typický polyelektrolyt, který má schopnost odstraňovat 
nebo měnit ionty. Toho se vyuţívá jak v průmyslu, tak v medicíně. [48] 
 Průmyslově se polystyrensulfonáty pouţívají jako náplně do iontoměničových 
chromatografických kolon, jako změkčovadla vody, činidla zlepšující barvení bavlny či jako 
změkčující přídavky v cementech. V organické syntéze se pouţívají polystyrensulfonáty 
ve formě kyseliny jako kyselé pevné katalyzátory. [49] 
 V medicíně se polystyrensulfonátové pryskyřice pouţívají od roku 1958 jako léčiva proti 
hyperkalémii (zvýšené mnoţství draslíku v krvi). Polystyrensulfonát má schopnost draselné 
ionty měnit za vápenaté, které nese. Léčivo ovšem přišlo na trh dříve, neţ bylo povinností 
farmaceutických firem dokazovat efektivitu a bezpečnost svých výrobků. V poslední době 
se upouští od jeho pouţívání. Vyskytly se případy s váţnými neţádoucími účinky 
na gastrointestinální trakt po podání PSS.[50] 
3.7 Metody analýzy polyelektrolytových komplexů 
3.7.1 Izotermická titrační kalorimetrie 
Metody termické analýzy obecně sledují změny vlastností vzorku, ke kterým dochází během 
zahřívání či ohlazování. Kalorimetrie studuje tepelné změny v průběhu měření. 
Kalorimetrické experimenty probíhají řízeně, nejčastěji za stálého objemu či tlaku. Konkrétní 
kalorimetrické metody můţeme dělit podle uspořádání (titrace, průtok, reakce, sorpce), podle 
principu měření (tepelná kompenzace, akumulace), podle metod operace (statické, průtokové, 
skenovací) nebo podle konstrukce (např. počet cel). [51] 
Principy ITC 
Izotermická titrační kalorimetrie (ITC) je kvantitativní metoda, která studuje termodynamické 
parametry interakcí v roztoku. Její rozvoj začal v 70. letech minulého století a od té doby 
došlo k mnoha pokrokům. Pomocí ITC můţeme zkoumat biologické struktury a porozumět 
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procesům na molekulární úrovni. Nejvíce se ITC vyuţívá při zjišťování energetických 
poměrů mezi sloţkami, které se účastní biologických či biochemických reakcí. Jedná 
se o vázání ligandů, interakce enzym-substrát, imunochemické reakce, aj.  
 Obecně ITC sleduje tepelné změny, ke kterým dochází během titrace. Teplo je buď 
pohlcováno, nebo uvolňováno. Můţeme studovat konstanty stability, stechiometrie, interakce 
entalpií a entropií, Gibbsovu volnou energii či změnu tepelné kapacity. K tomu nám stačí 
velice malé mnoţství vzorku (v řádu stovek mikrolitrů). 
 Technika ITC vychází z předpokladu, ţe spolu reaguje makromolekula M s ligandy X 
souhrnně takto: 
 nn MXXM     (1) 
Pomocí izotermické titrační kalorimetrie lze stanovit rovnováţnou konstantu K (binding 
constant), změnu enthalpie systému HΔ (heat of binding) a parametr n, který vyjadřuje 
stechiometrii sledovaného procesu. Poté je moţno vyhodnotit standardní reakční Gibbsovu 
energii GΔ  a standardní reakční změnu entropie SΔ : 
 KRTG lnΔ  ,   (2) 
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 Hodnota standardní reakční Gibbsovy energie GΔ poskytuje informaci o „ochotě― 
probíhající reakce. Pokud je tato hodnota GΔ  záporná, reakce probíhá samovolně zleva 
doprava a zvyšuje se i hodnota K. Pokud jsou hodnoty GΔ  kladné, pak reakce samovolně 
neprobíhá, probíhala by zprava doleva. 
 Pro konstantní teplotu můţeme rovnici Gibbsovy energie zapsat ve tvaru: 
  STHG ΔΔΔ ,   (4) 
z kterého plyne, ţe se hodnota GΔ  skládá ze členu enthalpického HΔ  a entropického 
STΔ . Pokud se teplo uvolňuje, je hodnota reakční energie záporná. To ukazuje na uvolnění 
energie z vazeb v produktu. Kladná hodnota enthalpického členu (spotřebovávání tepla) 
ukazuje na energii spotřebovanou na štěpení vazeb. Entropický člen souvisí s neuspořádaností 
děje. Aby vznikaly stabilní sloučeniny MXn, musí být kladná hodnota entropického členu 
převáţena dostatečnou hodnotou enthalpie. [52] 
Instrumentace  
 Základní instrumentací ITC jsou dvě cely umístěné v obalu (kalorimetru), který je schopen 
udrţet stálou teplotu. Jedna cela je srovnávací s pouţitým rozpouštědlem. Druhá cela 
je měrná, v ní je umístěn roztok vzorku. Obě cely by měly být chemicky inertní a měly by 
dobře vést teplo. Do měrné cely je přivedena kapilára se stříkačkou, ze které je dávkován 
roztok do titrovaného vzorku. Citlivé termoelektrické obvody zajišťují detekci teplotních 
rozdílů mezi celami. Musí být zachovány přísně izotermické podmínky. Základní uspořádání 
kalorimetru je vidět na Obr. 5 Základní schéma izotermického kalorimetru podle [52][52] 
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Obr. 5 Základní schéma izotermického kalorimetru podle [52]. 
 Během experimentu je v měřicí cele zaznamenáván signál, který se samozřejmě mění 
a různě vychyluje podle konkrétně probíhajícího děje. Kalorimetr měří energii potřebnou 
k udrţení izotermických podmínek mezi celami. Výstupem z měření jsou data teplotního toku 
v průběhu času. Podle směřování pulzů můţeme okamţitě posoudit, zda se jedná o reakci 
exotermní nebo endotermní. Směr pulzů je dán nastavením a konvencí jednotlivých pracovišť. 
Plochy píků udávají změnu entalpie HΔ . Moţný výstup ITC je ukázán na Obr. 6 Ukázka 
výstupu z měření metodou izotermické titrační kalorimetrie z [53] 
 
Obr. 6 Ukázka výstupu z měření metodou izotermické titrační kalorimetrie z [53]. 
3.7.2 Optické metody založené na rozptylu světla 
 Pro charakterizaci disperzních systémů můţeme vyuţít jejich zvláštních optických 
vlastností. Při průchodu paprsku světla disperzním prostředím dochází ke zmenšení intenzity 
záření v důsledku pravé absorpce (pohlcené záření zvýší vnitřní energii molekul vzorku 
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a přemění se v teplo) nebo rozptylem světla (záření je ze vzorku emitováno ve formě světelné 
energie). U koloidních a větších částic se uplatňuje především rozptyl světla. Jedná 
se o sloţitý jev, který zahrnuje odraz, lom, ohyb a interferenci světelných paprsků.[55] 
 Rozptyl světla je studován uţ od začátku 19. století. Pokud prochází vzorkem paprsek 
o vlnové délce λ a částice ve vzorku jsou menší neţ 
2
3
, dochází k rozptylu světla všemi 
směry. Rozlišujeme základní dva typy rozptylu. Prvním je elastický, kdy po absorpci záření 
dojde k emisi s nezměněnou energií. Pokud dojde ke změně energie emitovaného záření, 
hovoříme o neelastickém rozptylu. 
 Elastický rozptyl dělíme na Rayleighův (pro malé částice) a na rozptyl na velkých 
částicích. Rayleighův rozptyl nastává, pouze pokud jsou částice menší neţ 
20

. Rozptýlené 
paprsky jsou rovnoměrné ve všech směrech, zatímco rozptýlené paprsky většími částicemi 
nejsou stejné. Nejsilnější rozptyl je znát směrem před vzorek a nejméně za vzorkem.[56] 
Turbidimetrie 
 Turbidimetrie je analytická metoda, která vyhodnocuje zákal roztoků ve směru primárního 
záření, které dopadá na částice vzorku. Dochází k elastickému rozptylu paprsků koloidními 
částicemi.[57] Úbytek intenzity primárního paprsku při průchodu světla vzorkem je moţno 
popsat vztahem, který je analogický k Lambert-Beerovu zákonu: 
 )exp(00 xIII   ,   (5) 
kde 0I  je intenzita primárního paprsku, I  intenzita paprsku rozptýleného ve směru 
primárního paprsku,   je turbidita a x je optická dráha primárního paprsku. [56]Měření 
turbidity je podobné měření absorbance. Proto je moţné provádět turbidimetrii v běţných 
UV-VIS spektrofotometrech. Chyba! Nenalezen zdroj odkazů. 
3.7.3 Dynamický rozptyl světla 
 Dynamický rozptyl světla (DLS) je znám i jako kvazi-elastický rozptyl světla nebo 
fotonová korelační spektroskopie. Jedná se o techniku, která umoţňuje měřit velikost částic 
koloidního charakteru. K měření stačí poměrně malé objemy a nízké koncentrace. Výsledky 
měření bývají srovnatelné s výsledky z elektronového mikroskopu. Dochází však 
k odchylkám způsobeným rozdílem hydrodynamických poloměrů (solvatační obaly, 
neadsorbované vrstvy), skutečných poloměrů nebo změnami v samotném vzorku během 
přípravy pro elektronovou mikroskopii. Získaná průměrná velikost částic je váţená podle páté 
mocniny (tzv. Z-average). Velké částice jsou pak velmi nadhodnoceny a intenzita frakcí 
malých částic můţe zaniknout, to je častým problémem u velmi polydisperzních vzorků. [57] 
Principy DLS  
 Hlavním principem DLS je měření intenzity světla, které je rozptýleno molekulami 
ve vzorku v průběhu času. Pokud by se částice ve vzorku nepohybovaly, rozptyl světla by byl 
konstantní a pro nás neuţitečný. V roztocích ovšem dochází k Brownovu pohybu (pohyb 
částic způsobený nárazy molekul disperzního prostředí do koloidních částic díky tepelnému 
pohybu). Projevem Brownova pohybu můţe být difúze, sedimentace a ovlivnění stability 
koloidních soustav. Pohyb částic je ovlivněn několika faktory. Čím vyšší je teplota v roztoku, 
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tím rychleji se molekuly pohybují. Naopak se zvyšující se viskozitou klesá rychlost pohybu. 
Pohyb částic také závisí na velikosti částic. 
 Pokud zajistíme konstantní teplotu a známe viskozitu prostředí, stává se intenzita 
rozptýleného světla přímo úměrnou hydrodynamickému poloměru částice dH. Jedná se 
o poloměr koule, který vykazuje stejné hydrodynamické chování jako koule při stejné teplotě 
a ve stejném rozpouštědle. Jednoduše řečeno je to míra snadnosti, s níţ se molekuly pohybují 
roztokem. 
 Náhodný vzor intenzity světla se převádí na hydrodynamický poloměr porovnáváním změn 
v průběhu času. Jsou sledovány dva grafy pořízené s malou časovou prodlevou. Zaznamená se 
korelace mezi nimi, vypočítává se pro narůstající časové intervaly, aţ je dosaţeno nulové 
korelace (změny intenzity jsou při porovnání zcela náhodné). 
 Fluktuace intenzity rozptýleného světla je závislá na velikosti částic. Její okamţitou 
hodnotu v čase t popisuje pro monodisperzní systém tzv. autokorelační funkce g(t), která je 
dána vztahem: 
 




 

Ct
t
tg exp)( ,   (6) 
kde Ct  je relaxační čas charakterizovaný jako doba potřebná k návratu fluktuace k průměrné 
hodnotě intenzity rozptýleného světla. Hodnotu relaxačního času lze vztáhnout k difúznímu 
koeficientu D prostřednictvím rovnice: 
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1
Dq
tC  ,   (7) 
kde q je rozptylový vektor, jehoţ hodnota je dána vlnovou délkou dopadajícího záření, 
indexem lomu disperzního prostředí n a hodnotou úhlu θ, pod kterým je intenzita 
rozptýleného záření změřena: 
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Rychlost Brownova pohybu je definována pomocí difúzního koeficientu D. Tento koeficient 
potom lze převést na velikost částic pomocí Stokes – Einsteinovy rovnice: 
 D
kT
dH
6
 ,   (9) 
kde k je Boltzmannova konstanta, T je teplota a η je viskozita.[57], [58], [59] 
Instrumentace 
 Klasický DLS systém se skládá z několika částí, které jsou znázorněny na Obr. 7 Schéma 
přístroje Zetasizer Nano ZS. Základem je laser, který prochází vzorkem umístěným v měrné 
optické cele. Laserový paprsek prochází přímo nebo je rozptýlen přítomností částic. Detektor 
měří intenzitu rozptýleného světla. Přístroj Zetasizer Nano ZS má detektor umístěný v úhlu 
173°. Pro ochranu detektoru před přetíţením je ještě umístěn zeslabovač (attenuator). [60] 
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Obr. 7 Schéma přístroje Zetasizer Nano ZS. 
3.7.4 Elektrické vlastnosti koloidních soustav 
 U koloidních soustav můţeme pozorovat zvláštní ráz elektrických vlastností, především 
vznik elektrokinetických jevů. Kolem nabité koloidní částice se shlukují protiionty podobně 
jako u jednoduchých iontů, vznikají dvě nabité vrstvy, tzv. elektrická dvojvrstva. Můţeme 
v ní vymezit dvě základní části. Část blíţe povrchu, kde působí adsorpční síly, a vzdálenější 
difúzní část, kde jsou adsorpční síly zanedbatelné. Mezi nabitým povrchem a roztokem 
existuje potenciálový rozdíl.[57] 
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Obr. 8 Sternův model elektrické dvojvrstvy s průběhem potenciálu [61]. 
 Rozlišujeme dva typy potenciálových rozdílů. Prvním z nich je elektrochemický potenciál, 
který je dán celkovým potenciálovým rozdílem mezi povrchem částice a objemem kapaliny. 
Odpovídá za jevy spojené s vedením elektrického proudu a za membránové potenciály. 
Druhým typem potenciálu je elektrokinetický potenciál (zeta potenciál, ζ potenciál). Vzniká 
mezi objemem kapaliny a tenkou vrstvou protiiontů, které jsou poutány k povrchu částice, 
tedy na rozhraní mezi kompaktní a difúzní částí elektrické dvojvrstvy. Elektrický náboj 
dvojvrstvy ovlivňuje a charakterizuje stabilitu koloidních systémů. Zeta potenciál, který 
odpovídá náboji difúzní části dvojvrstvy, je mírou tohoto elektrokinetického náboje. [57] 
 Pokud mají částice ve vzorku velký kladný nebo záporný potenciál zeta, budou se 
odpuzovat navzájem a nebudou mít tedy tendenci ke shlukování. Pokud jsou však hodnoty 
zeta potenciálu nízké, dochází k flokulaci. Hodnoty zeta potenciálu stabilních vzorků jsou 
více neţ +30 mV nebo méně neţ –30 mV. V rozmezí těchto hodnot povaţujeme suspenzi 
za nestabilní. Při nulovém zeta potenciálu se směs nachází ve svém izoelektrickém bodě 
(stejný počet kladných i záporných nábojů, částice se jeví jako nenabité).[60] 
Měření zeta potenciálu 
 Měření zeta potenciálu nám dovolují tzv. elektrokinetické jevy, ke kterým dochází při 
aplikovaném elektrickém poli. Patří k nim elektroosmóza, potenciál proudění, sedimentační 
potenciál a konečně elektroforéza, která je nejvíce vyuţívaná. Jedná se o pohyb částice vůči 
kapalině pod vlivem elektrického pole.  
 Rychlost částice v elektrickém poli se označuje jako elektroforetická pohyblivost a zeta 
potenciál poté můţeme získat z Henryho rovnice: 
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U E  ,   (10) 
kde UEje elektroforetická pohyblivost,  je dielektrická konstanta, z je zeta potenciál, 
η viskozita a )(Kaf je Henryho funkce. Je charakteristická pro dané prostředí. Obecně se 
pouţívají jako aproximace dvě hodnoty. Hodnota 1,5 se vyuţívá pro vodná (polární) média 
a hodnota 1 pro nepolární. 
 Technika měření zeta potenciálu se nazývá laserová dopplerova velocimetrie. Základem 
systému je cela s elektrodami na kaţdém konci, na které je aplikován potenciál. Částice se 
pohybují směrem k opačně nabité elektrodě. Právě rychlost tohoto pohybu se sleduje, je pak 
vyjádřena v jednotkách intenzity pole jako jejich pohyblivost. 
 Systém pro měření zeta potenciálu je podobný jako systém DLS (pro účely této diplomové 
práce byl pouţíván stejný přístroj pro obě měření). Obsahuje laser jako světelný zdroj. Oproti 
DLS je však rozdělen, aby vznikl dopadající a referenční paprsek. Laserový paprsek pak 
prochází středem kyvety se vzorkem a detekuje se rozptyl v úhlu 17°. Pokud na kyvetu 
aplikujeme elektrické pole, všechny pohybující se částice způsobí kolísání intenzity světla 
s frekvencí úměrnou rychlosti částic. Aby nedošlo k přetíţení detektoru, je také pouţíván 
zeslabovač. Také je přítomna kompenzační optika, která zajistí korekci rozdílů mezi 
tloušťkou stěny kyvety a lomem světla dispergovala.[60] 
 K měření lze pouţít ponornou kyvetu. V této práci se však pouţívala průtočná kyveta (viz 
Obr. 9), která byla součástí titračního systému. Do nádobky s titrovaným roztokem je ze 
zásobní nádoby pomocí malého čerpadla přidáván titrační roztok. Po promísení obou sloţek je 
roztok nasáván do průtočné kyvety a probíhá samotné měření. 
 
Obr. 9 Ukázka používané průtočné cely s naznačením pohybu nabitých částic k příslušným 
elektrodám [60]. 
3.7.5 Charakterizace biopolymerů pomocí SEC-MALLS 
Vybrané biopolymery pro tuto diplomovou práci (alginát, karagenan a chitosan) nebyly 
výrobcem dodány s údajem o jejich molekulové hmotnosti. Proto byla vybrána rozměrově 
vylučovací chromatografie (z angl. size exclusion chromatography, zkr. SEC), 
která je oblíbenou metodou pro charakterizaci polymerů syntetických i přírodních. Tato 
technika je známá také jako gelová permeační chromatografie (GPC) nebo gelová filtrační 
chromatografie (GFC). [62] 
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 Primární funkcí SEC je získat informaci o distribuci molekulových hmotností zkoumaného 
polymeru. [62] Principem separace u této techniky je zadrţování menších molekul v síti 
kanálků stacionární fáze, zatímco větší molekuly vychází z kolony dříve. Průběh separace 
je samozřejmě sledován pomocí výstupů z detektorů. Separace polymerů je zde řízena 
entropicky a závisí na hydrodynamickém objemu molekuly. Omezení SEC je v dělení směsí 
polymerů, které jsou odlišné chemické povahy, mají jinou molekulovou hmotnost, ale stejný 
hydrodynamický objem. Pak nedokáţe SEC polymery od sebe odlišit.[63] 
Detektory v SEC-MALLS 
 Detektor označovaný zkratkou MALLS (z angl. multiangle laser light scattering) je 
nejčastěji pouţíván právě ve spojení s rozměrově vylučovací chromatografií. Separované 
makromolekuly postupují z kolony do MALLS detektoru, kde jsou ozářeny laserem. 
Rozptýlené světlo je poté zachycováno v několika úhlech, nejmodernější přístroje mají aţ 
dvacet detektorů.[64] Z nich je signál převáděn do softwaru, získáme závislost rozptýleného 
světla na úhlu detekce a následnou extrapolací přímo molekulovou hmotnost z rovnice: 
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kde K je soubor optických konstant, c je koncentrace, )(R Rayleighův poměr,  
wM  molekulová hmotnost, )(P  rozptylový faktor částic a 2A  druhý viriální koeficient.[62] 
 Systémy SEC-MALLS jsou zpravidla doplněny o další detektory. Prvním bývá 
viskozimetr, kterým jsou získávány informace o specifické viskozitě a molekulové hmotnosti 
zkoumaného polymeru. Ve viskozimetru jsou sledovány rozdíly mezi čistou mobilní fází a 
fází obsahující makromolekuly. Většinou se jedná o systém čtyř kapilár, ve kterém je měřena 
změna tlaku. Pokud je v kapilárách jen mobilní fáze, změna tlaku je nulová, pokud však do 
kapiláry vstoupí zkoumaná látka, dojde k tlakové nerovnováze způsobené zvýšenou 
viskozitou vzorku. [65] Dále se vyuţívá metody diferenční refraktometrie pouţitím 
refraktometru, který detekuje inkrement indexu lomu (změna indexu lomu eluátu v závislosti 
na koncentraci analytu). [66] Schéma systému SEC-MALLS, který byl vyuţit v této 
diplomové práci, ukazuje Obr. 10. 
 
Obr. 10 Schéma používaného systému SEC s detektory. 
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4 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY 
4.1 Polyelektrolytové komplexy chitosanu a huminových látek 
Výzkum huminových látek probíhá na Fakultě chemické jiţ několik let. Sedláček ve své 
dizertační práci popisuje přípravu směsných hydrogelů na bázi chitosanu a huminových 
kyselin. Diskutuje změny vlastností vzniklých komplexů v závislosti na změně pH roztoku 
či přídavku nízkomolekulárního elektrolytu. Připravil také hydrogelové perly, a to 
přikapáváním roztoku chitosanu v kyselině octové do alkalického roztoku s HK (ty lze do 
perel inkorporovat i sorpcí z roztoku). Všechny tyto materiály spojuje schopnost sorbovat 
různé neţádoucí látky. [62] 
 Türkeová se ve své diplomové práci zabývala zkoumáním interakcí huminových kyselin 
s měďnatými ionty. Vyuţívala především metody izotermické titrační kalorimetrie, 
optimalizace měření touto metodou byla časově nejnáročnější částí. Získaným 
optimalizovaným postupem poté provedla experimenty s modelovými organickými 
sloučeninami, které poslouţily jako modely funkčních skupin huminových látek. Následně 
byly porovnány hodnoty HΔ získané kalorimetricky s těmi, které byly získány pomocí 
semiempirické INDO metody. [68] 
 Havelcová a spol. studovali moţnosti synergického působení HL a chitosanu ve směsném 
sorbentu. Připravili sorpční experimenty, při kterých byla studována sorpční účinnost 
připravených materiálů s kovy Cu, Co a Cd v závislosti na pH roztoku a koncentraci kovu. 
Srovnávali mezi sebou také huminové látky z různých zdrojů (lignit a oxihumolit). Byl 
potvrzen pozitivní efekt při pouţití chitosanu a huminových látek v jednom sorbentu. [69] 
 Dong, Cheng a Liu připravili koprecipitací a následným síťováním epichlorhydrinem 
magnetické chitosanové nanočástice. Zkoumali jejich adsorpční vlastnosti a moţnosti 
odstranit huminové kyseliny z vodných roztoků. Adsorpce se ukázala jako velmi účinná, 
vyhovující Langmuirovu modelu. Adsorpce HK na nanočástice byla spontánní a endotermní. 
Mechanismus adsorpce zahrnuje elektrostatické interakce a tvorbu vodíkových vazeb.[70] 
4.2 Polyelektrolytové komplexy na bázi chitosanu a přírodních polysacharidů 
 Zatímco PEK na bázi chitosanu a HK nachází uplatnění především v oblasti čištění 
odpadních vod či v zemědělství. PEK na bázi chitosanu s polysacharidů jsou hojně studovány 
hlavně v biomedicínských aplikacích pro moţnosti cílené distribuce léčiv. Byly studovány 
PEK z chitosanu a biopolymerů (alginát, pektin, xanthan, karagenan, celulóza, kolagen, aj.), 
syntetických polymerů, kovovými anionty či s tripolyfosfátem sodným. PEK na bázi 
chitosanu mohou být připraveny v různých formách.[38] Moţnosti chitosanových 
polyelektrolytových komplexů shrnuje schéma (Obr. 11). 
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Obr. 11 PEK na bázi chitosanu jako systémy pro cílenou distribuci léčiv v různých formách, 
podle [38]. 
 Rozsáhlý přehled různých polyelektrolytových komplexů na bázi chitosanu pro cílenou 
distribuci léčiv podává práce Lua a Wanga.[38] Věnují se zde PEK chitosanu a alginátu, 
respektive hyaluronanu, pektinu, karagenanu, xanthanu, gellanu, Arabské gumy, 
karboxymethylcelulózy a jiných. 
 PEK obsahující chitosan a alginát jsou hojně studovanými systémy. Nejčastěji se připravují 
ve formě nanočástic, mikročástic či hydrogelových perel. Obecně mohou být tyto částice 
připraveny buď v jednom kroku, nebo dvoustupňově. V prvním případě je roztok alginátu 
přikapáván k roztoku chitosanu (můţe být obohacen o vápenaté ionty). Zatímco při 
dvoustupňovém procesu je nejprve připraven alginátový gel pomocí vápenatých iontů. Poté 
je gel vloţen do roztoku chitosanu. Na povrchu gelu se vytvoří vrstva polyelektrolytových 
komplexů. Chitosan-alginátové PEK byly studovány z hlediska uvolňování enkapsulovaných  
nízkomolekulárních léčiv (např. cytostatika, oční léčiva, protizánětlivá léčiva, aj.) 
i makromolekulárních léčiv (proteiny, peptidy, nukleotidy). Byly jiţ připraveny i magnetické 
nanočástice nebo filmy na bázi chitosanu a alginátu. [38] 
 Saether a spol. vydali v roce 2008 práci zaměřenou na přípravu PEK z chitosanu 
a alginátu. Před přípravou PEK byly charakterizovány jejich vlastnosti (molekulové 
hmotnosti, viskozita, chemické sloţení). PEK byly připravovány v jednom kroku, kdy byl 
roztok alginátu přidáván k roztoku chitosanu (nebo naopak) v homogenizátoru. Změny ve 
výsledných PEK v závislosti na pouţitých polymerech nebo samotné přípravě byly sledovány 
pomocí měření velikosti částic (DLS) a zeta potenciálu (elektroforéza) a měřením pH 
a turbidity. Zajímavým závěrem je zjištění, ţe pořadí smíchání polymerů hraje roli u velikosti 
částic, zatímco pH a zeta potenciál zůstávají stejné. Také studovali stabilitu částic po jednom 
měsíci a stabilitu po přídavku 0,15M roztoku NaCl k navození fyziologických podmínek. 
Stabilita byla v obou případech potvrzena.[71] 
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 Studie [72] Rena a spol. pojednává o srovnání PEK z chitosanu a alginátu a z poly-L-
lysinu a alginátu. Jedná se o mikrokapsle připravené ve dvou krocích. Byly zkoumány pomocí 
metody cirkulárního dichroismu, konfokální laserové mikroskopie a byly také studovány 
mechanické vlastnosti částic. Dále studovali interakce mezi pouţitými polykationty 
a alginátem pomocí izotermické titrační kalorimetrie. Při kaţdém měření nastavili devatenáct 
přídavků 0,35 % roztoku poly-L-lysinu nebo 0,5% roztoku chitosanu k 0,05% roztoku 
alginátu sodného. Kaţdé měření bylo provedeno třikrát. Interakce mezi alginátem a poly-L-
lysinem nebyly tak silné, struktura komplexu můţe být rozrušena a přestavěna. Zatímco 
interakce alginát-chitosan jsou mnohem silnější. 
 V rozsáhlé studii [73] se Huang a Lapitsky zabývali moţnostmi vyuţití izotermické 
titrační kalorimetrie při vzniku směsí polyelektrolytu s multivalentním protiiontem. Zkoumali 
různé polyelektrolyty (chitosan, polyallylamin a polydiallyldimethylamonniumchlorid 
a N,N,N-trimethylammoniumhydroxyethyl celulóza) a multivalentní protiionty jako titrační 
činidla (tripolyfosfát sodný, pyrofosfát sodný, kyselina citronová a kyselina 
ethylendiamintetraoctová). Experimenty byly prováděny v různých kombinacích 
polyelektrolyt – protiiont při různých koncentracích sloţek. Titrační roztoky byly dávkovány 
v padesáti pěti 5μl přídavcích s různými intervaly (15-30 min). Kaţdá titrace byla provedena 
třikrát. Jako podpůrné metody bylo vyuţito DLS k zjištění intenzity rozptýleného světla, 
velikosti částic a indexu polydisperzity. Tyto experimenty proběhly také titračně.  
 Chitosan-karagenanové PEK jsou také široce studovanými systémy. Jsou připravovány 
nejčastěji ve formě hydrogelových perel a tablet, filmů a mikrokapslí. Vlastnosti vzniklého 
komplexu ovlivňuje pouţitý typ karagenanu, hmotnostní poměr, gelační činidlo a koncentrace 
soli. Vyuţití chitosan-karagenanových nanočástic můţe být v inkorporaci velkých citlivých 
molekul (peptidy a proteiny) a moţnost orálního uţívání. Také se ukazují moţnosti vyrobit 
PEK jako vlákna a krytí. [38] 
 Tým ruského vědce Voloďka vydal několik publikací na téma chitosan-karagenanových 
PEK. V práci [74] se zabývali tvorbou rozpustných komplexů. Proces vytváření PEK závisí 
na molekulové hmotnosti chitosanu a na koncentraci a poměru chitosanu a κ-karagenanu. 
Také zjistili, ţe při pouţití HMW chitosanu zůstávají jeho nezreagované řetězce v roztoku, 
zatímco LMW chitosan se zcela spojil s κ-karagenanem. V další práci [75] jiţ zkoumali 
gastroprotektivní aktivitu těchto komplexů. Mohly by být vyuţity pro podávání léčiv, které 
dráţdí sliznice trávicího traktu. Ve zřejmě nejnovější studii [76] se zabývali interakcemi 
různých typů karagenanu s chitosanem. Bylo zjištěno, ţe χ-karagenan (velmi sulfátovaný typ) 
se plně váţe k chitosanu. Zatímco typy méně sulfatované (κ, κ/β) se váţí mnohem méně. 
3D struktury teoretických PEK byly vytvořeny in silico. 
 C. Tapia a spol. v práci [77] srovnávají chitosan-alginát a chitosan-karagenan PEK jako 
matrice pro prodlouţené uvolňování léčiv. Vytvořili modelové tablety obsahující namletý 
usušený PEK, léčivo a pomocné látky. Poté provedli disoluční testy. Ukázalo se, ţe chitosan-
alginát je lepším systémem a uvolnění léčiva z tohoto PEK je řízeno botnáním tablety. 
Zatímco disoluce léčiva z tablety obsahující chitosan-karagenan PEK je řízena spíše jejím 
rozpadem. 
 Y. Chang a spol. ve článku [78] popisují studii interakcí mezi kationickým ε-polylysinem 
a anionickými biopolymery (karagenan, alginát, pektin), neutrálním dextranen a kationickým 
chitosanem. Ke studiu vyuţili izotermické titrační kalorimetrie, mikroelektroforézy 
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a turbidimetrie. ITC experimenty prováděli při 30°C. Nastavili 29 přídavků 5 μl  ε-polylysinu 
do cely obsahující nejprve citrátový pufr a poté do cely s roztokem biopolymeru v pufru. 
Mezi přídavky pouţili interval 6 minut. Prokázali, ţe mezi ε-polylysinem a dextranem (resp. 
chitosanem) dochází k nízkým interakcím a komplexy nevznikají. Zatímco s anionickými 
biopolymery ochotně tvoří komplexy. Celá tato studie byla zaměřena na vyuţití ε-polylysinu 
s potravinářskými polymery k vytvoření komplexu, který by lépe chránil potraviny před 
zkaţením. 
4.3 Polyelektrolytové komplexy s polystyrensulfonátem sodným 
 V literatuře nenacházíme mnoho odkazů na tvorbu PEK obsahujících polystyrensulfonát 
sodný, i kdyţ je uváděn jako modelový polyelektrolyt. Mnohem více jsou studovány interakce 
mezi surfaktanty a PSS. Jako příklad můţe slouţit článek [79], kde Zhang a spol. popisují 
studii interakcí mezi kationickým surfaktantem 1-methyl-3-tetradecylimidazolium bromidem 
a polystyrensulfonátem sodným. Ke studiu vyuţili metod tenziometrie, izotermické titrační 
kalorimetrie, dynamického rozptylu světla a vodivostní měření. ITC experimenty prováděli 
při 25°C, cela byla naplněna buď vodou, nebo roztokem PSS. Surfaktant a PSS bylo do cely 
dávkováno po sobě. Interval mezi přídavky byl zvolen na 45 minut. Experimenty provedli 
dvakrát. Tvorba komplexu surfaktant-polymer je ovlivněna koncentrací obou sloţek, coţ 
potvrdila všechna měření. 
 Interakcí mezi chitosanem a PSS vyuţili Divyalakshmi a spol. při přípravě vícevrstevných 
membrán připravených střídavou adsorpcí obou polyelektrolytů. Na membráně je ukotven 
ovalbumin. Takto připravená membrána dokáţe detekovat peroxid vodíku uţ 
v subpikomolárních mnoţstvích, tým také prokázal schopnost detekovat chlorid rtuťnatý 
i jodid draselný. [80]  
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5 PRAKTICKÁ ČÁST 
5.1 Použité chemikálie 
Chitosan (low molecular weight), Sigma-Aldrich®, USA 
Alginát sodný, Sigma-Aldrich®, USA 
κ-Karagenan, Sigma-Aldrich®, USA 
Polystyrensulfonát sodný ( 00070wM ), Sigma-Aldrich®, USA 
Lignohumát draselný, Amagro Humic Substances s.r.o., ČR 
Voda čištěná přístrojem PURELAB-flex, ELGA-LabWater, USA 
Kyselina octová 99 %, p.a., Lach-Ner, s.r.o., ČR 
Octan sodný bezvodý, PENTA, s.r.o., ČR 
5.2 Použité přístroje 
Magnetická míchačka Heidolph MR 300, Heidolph Instruments GmbH&Co.KG 
Centrifuga MiniSpin, Eppendorf AG 
Modulární mikrokalorimetr TAM III, TA Instruments, USA 
Koloidní analyzátor Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments Ltd. 
Autotitrátor MPT-2, Malvern Instruments Ltd. 
Spektrofotometr Varian Cary 50 Probe, Agilent Technologies Ltd. 
Optická sonda pro spektrofotometr Dip Probe, Agilent Technologies Ltd. 
SEC-MALLS systém: 
SEC chromatograf 1260 Series, pumpa, odplyňovač, autosampler a UV-VIS detektor, Agilent 
Technologies Ltd. 
MALLS detektor DAWN-HELEOS II, viskozitní detektor Visco-Star II a diferenční 
refraktometr Opti-Lab T-rEX, Wyatt Technology Ltd.   
5.3 Příprava zásobních roztoků a vzorků 
5.3.1 Příprava acetátového pufru 
 63 g octanu sodného bezvodého bylo rozpuštěno ve vodě, dále bylo přidáno 90 ml kyseliny 
octové. Roztok byl doplněn na objem 1000 ml. Výsledný pufr byl pouţíván k přípravě 
roztoků chitosanu, jeho pH se pohybuje kolem hodnoty 4,2. 
5.3.2 Příprava roztoků chitosanu 
 Naváţka chitosanu (low molecular weight) byla kvantitativně převedena do odměrné 
baňky a rozpuštěna v připraveném acetátovém pufru a doplněn po rysku. 1% roztok chitosanu 
odpovídá hmotnostní koncentraci .dmg10 3  
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5.3.3 Příprava roztoků polyaniontu 
 Naváţka lignohumátu (alginátu, karagenanu nebo PSS) byla kvantitativně převedena 
do odměrné baňky a doplněna přečištěnou vodou po rysku. Všechny roztoky byly 
připravovány v jednodenním předstihu, byly míchány přes noc, aby se biopolymery důkladně 
rozpustily. 
5.3.4 Příprava vzorků pro SEC-MALLS 
 Vzorky alginátu a karagenanu pro analýzu SEC-MALLS byly připraveny obdobně jako 
pro předchozí analýzy – tedy rozpuštěním naváţky ve vodě tak, aby vznikly roztoky 
o koncentracích 2 a 1mlmg5  .Vzorky chitosanu byly připraveny několika způsoby: 
 rozpuštěním v acetátovém pufru 
 rozpuštěním v kyselině octové )dmmol5,0( 3  a následnou úpravou přídavkem 
roztoku NaNO3 o koncentraci 
3dmmol2   
 rozpuštěním v acetátovém pufru, který byl připraven v mobilní fázi (roztok NaNO3 
o koncentraci 3dmmol1,0  ). 
 Roztok lignohumátu byl připraven rozpuštěním naváţky ve fosfátovém pufru o 7.pH  
5.4 Analýza biopolymerů pomocí SEC-MALLS 
Pro analýzu lignohumátu byl pouţit fosfátový pufr ( 3dmmol1,0   NaOH a NaH2PO4) 
a kolona Biosep SEC-s2000 o rozměrech mm.75700 Pro roztoky alginátu, karagenanu 
a chitosanu byla pouţita kolona PL-aquagel-OH MIXED-H 8 μm,  mm75300 a mobilní 
fáze obsahující dusičnan sodný o koncentraci 3dmmol1,0   s přídavkem azidu sodného, který 
zabraňuje mikrobiální kontaminaci. Objem jednoho nástřiku vzorku byl 100 μl, průtok 
systémem byl nastaven na 1minml6,0  . Získaná data byla vyhodnocena pomocí softwaru 
Astra 6.1. 
5.5 Měření na mikrokalorimetru TAM III 
5.5.1 Postup a nastavení měření 
Do ampule referentní ocelové cely byla převedena přečištěná voda, ampule byla uzavřena a 
postupně zasouvána do přístroje. Vzorky chitosanu a lignohumátu (PSS, alginátu nebo 
karagenanu) byly zbaveny bublinek vzduchu centrifugací v odstředivce MiniSpin. 
Centrifugace vţdy probíhala 5 minut při .minot3000 1  Do ampule měrné cely bylo 
napipetováno poţadované mnoţství chitosanu (biopolymeru či PSS). Bylo upevněno zlaté 
míchadlo. Ampule byla uzavřena, cela byla zvenčí očištěna od otisků prstů a případných 
jiných nečistot a postupně zasouvána do přístroje. Bylo nastaveno míchání vzorku chitosanu 
na .minot90 1  Stříkačka (Hamilton) s ocelovou kapilárou byla pečlivě naplněna roztokem 
titračního činidla tak, aby neobsahoval bubliny. Stříkačka byla umístěna do dávkovací pumpy 
a kapilára byla zasunuta aţ do ampule s roztokem chitosanu. 
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Nastavení: 
 počet přídavků: 50 
 přídavek 5 µl, doba přídavku 5 s 
 interval mezi přídavky: 10 min. (15 min. pro titrace s karagenanem); celková doba 
měření: 8,5 h (12,5 h pro titrace s karagenanem) 
 celkový objem titračního roztoku: 250 µl 
 teplota 25 °C 
5.5.2 Realizace kalorimetrických měření 
V literatuře se nachází několik popisů kalorimetrických měření interakcí chitosanu s jinými 
polymery. Kaţdá práce však uvádí jiný postup a pracuje i s jiným typem přístroje. Byla tedy 
zvolena strategie navázat na předchozí měření na Fakultě chemické a převzít nastavení 
z bakalářské práce [81], případně optimalizovat přípravu PEK přímo pro kalorimetrická 
měření. A nastavení potom vyzkoušet i na dvojici lignohumát-chitosan. Této části bylo nutno 
věnovat velkou část experimentů vzhledem k instrumentaci kalorimetru. Provedená 
kalorimetrická měření můţeme rozdělit na čtyři části: 
 titrace roztoku chitosanu roztokem PSS (alginátu, karagenanu). Roztoky měly stejnou 
hmotnostní koncentraci 1 % (0,5 % a 0,1 %) 
 titrace roztoku chitosanu o hmotnostní koncentraci 0,25 % roztokem PSS (alginátu, 
karagenanu) o hmotnostní koncentraci 0,5 %. 
 titrace roztoku PSS (alginátu, karagenanu) o koncentraci 0,5 % roztokem chitosanu 
o koncentraci 0,25 % (nebo 0,1 %). 
 titrace 0,5% roztoku lignohumátu 0,1% roztokem chitosanu. 
5.6 Měření na analyzátoru Zetasizer Nano ZS 
5.6.1 Postup a nastavení měření 
10 ml roztoku titrovaného roztoku bylo převedeno do zkumavky se závitem a magnetickým 
míchadélkem. Přes systém autotitrátoru byl titrovaný roztok nasáván do průtočné cely, která 
byla zasunuta do přístroje Zetasizer. Přívodová hadička byla ponořena do titračního činidla. 
Přes software přístroje byl nastaven průběh měření včetně počtu přídavků. Po kaţdém 
přídavku byla třikrát měřena intenzita rozptýleného světla a velikost částic, nebo intenzita 
rozptýleného světla a zeta potenciál. 
5.6.2 Realizovaná měření 
 Stejně jako u kalorimetrických experimentů bylo cílem navázat na měření realizovaná 
v bakalářské práci [81]. V módu titrace Size and Intensity byly provedeny titrační 
experimenty, kdy byl titrován roztok chitosanu roztokem polyaniontu a to o stejných 
hmotnostních koncentracích (0,1 %, 0,25 % a 0,5 %). 
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 Ve snaze najít poměr polyelektrolytů, kdy bychom mohli zaznamenat výraznou změnu 
sledované veličiny spojenou s tvorbou PEK, bylo následováno kalorimetrických měření a to 
experimenty: titrace 0,5% roztoku chitosanu roztokem polyaniontu o koncentraci 0,25 % 
a opačně. Poté byly provedeny experimenty titrace polyaniontu o koncentraci 0,5 % roztokem 
chitosanu o koncentraci 0,1 % nebo 0,25 %. Tyto titrace byly prováděny v módu Size and 
Zeta potential. 
 Poslední uvedené koncentrační poměry byly vyuţity i pro měření titrací 0,5% roztoku 
lignohumátu 0,1% (resp. 0,25%) roztokem chitosanu. Během všech měření byla v roztoku 
ponořena elektroda, která v průběhu měření zaznamenávala změny hodnot pH.  
5.7 Turbidimetrie a vizuální ověření tvorby PEK 
5.7.1 Postup a nastavení měření 
 10 ml titrovaného roztoku bylo převedeno do kádinky. Roztok byl míchán a postupně bylo 
přidáváno titrační činidlo. Po kaţdém přídavku byl roztok míchán jednu minutu a poté byla 
třikrát změřena absorbance při 500 nm pomocí optické sondy. 
5.7.2 Realizovaná měření 
 Tyto experimenty měly především podpořit vizuální pozorování a potvrdit, ţe se při tvorbě 
PEK mění optické vlastnosti systému. Byla provedena tato měření: titrace 0,1% roztoku 
chitosanu 0,5% roztokem PSS (karagenanu, alginátu) a titrace 0,5% roztoku PSS (karagenanu, 
alginátu) 0,25% roztokem chitosanu. Experimenty s lignohumátem nebyly vzhledem 
k tmavému zabarvení roztoků prováděny.  
6 VÝSLEDKY A DISKUZE 
6.1 Analýza biopolymerů metodou SEC-MALLS 
 Výsledky stanovených molekulových hmotnostní ukazuje následující tabulka (Tabulka 3). 
U lignohumátu byly zaznamenány dva píky, kdy první byl přisouzen agregátům molekul 
huminových kyselin, druhý pík chromatogramu byl přiřazen volným molekulám. 
Tabulka 3 Porovnání zjištěných molekulových hmotností metodou SEC-MALLS. 
 alginát PSS karagenan lignohumát (agregáty) lignohumát 
Mw (kDa) 5,13,58   4,06,67   4,09,275   7,2670,4702   6,2540,1230   
 Pro lepší srovnání jsou výsledky prezentovány ještě ve formě grafu (Obr. 12), kde můţeme 
vidět, ţe lignohumát má největší molekulovou hmotnost a ani jeden z vybraných polymerů se 
nepřibliţuje svou hodnotou molekulové hmotnosti ani řádově. Nejblíţe je karagenan.  
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Obr. 12 Porovnání molekulových hmotností (bez hodnoty přisouzené agregátům 
lignohumátu). 
 Výsledky měření chitosanu nejsou uvedeny. Při těchto měřeních docházelo 
k nedostatečnému rozpuštění chitosanu ve zvoleném médiu, případně byly tyto molekuly 
zachyceny ve filtru ještě před nástřikem na kolonu. Měření chitosanu je také problematické 
s ohledem na pouţitou kolonu a kladný charakter molekul. 
6.2 Kalorimetrická měření 
 Záznam z kalorimetru TAM III můţe mnohé napovědět o průběhu titrace. Záznam 
obsahuje závislost tepelného toku (W) na čase (s). Pokud pík přídavku směřuje od osy x 
nahoru, jedná se o exotermní pochod. Pokud pík směřuje dolů od osy x, jedná se o endotermní 
proces. Jiţ bylo zmíněno, ţe tato práce navazuje na bakalářskou práci [81]. Experimentální 
model nastavení titrace vychází z této práce, byl však upraven kratšími intervaly mezi 
přídavky. Navíc kaţdý zvolený systém se vizuálně chová jinak (viz fotografie v příloze). 
Komplex chitosan-PSS tvoří bílý zákal aţ bílé vločky, systém chitosan-alginát geluje, avšak 
méně neţ komplex chitosan-karagenan, který ochotně tvoří gely v celém objemu. Kaţdá 
titrace tedy obsahuje nejen informace o tvorbě komplexů, ale i o změnách struktury daných 
systémů. Pro úplnost je nutné dodat, ţe kalorimetrické titrace byly prováděny vţdy jen jednou 
z důvodu časové náročnosti měření. Pro sledování trendů by bylo tedy vhodné titrace 
zopakovat. 
6.2.1 Titrace chitosanu alginátem, karagenanem a PSS o koncentracích 1 %, 0,5 % 
a 0,1 % 
 Nejvyšší koncentrace pouţitých polymerů byla zvolena jako 1 % z důvodu předchozích 
zkušeností s roztoky chitosanu. Průběh titrací chitosanu alginátem ukazují následující tři 
grafy. 
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Obr. 13 Titrace 1% chitosanu 1% alginátem. 
 
Obr. 14 Titrace 0,5% chitosanu 0,5% alginátem. 
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Obr. 15 Titrace 0,1% chitosanu 0,1% alginátem. 
 Všechny tři titrace můţeme povaţovat za chaotické, signál je neuspořádaný. U titrace 
roztoků 1% sledujeme, ţe signál se nevrací zpět rovnoměrně. Titrace 0,5% a 0,1% roztoků 
chitosanu alginátem ukazují střídání směru píků nad a pod osu x. Nicméně zaznamenaný 
signál ve formě tepelného toku klesá s pouţitou koncentrací pouţitých roztoků. U 1% titrace 
se signál přibliţuje aţ k 25 μW, zatímco u následujících dvou se signál pohybuje kolem 
jednotek μW. 
 Titrace chitosanu karagenanem a PSS o stejných koncentracích jsou znázorněny 
v následujících grafech (pro přehlednost jsou jednotlivé průběhy titrací uvedeny v příloze). 
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Obr. 16 Titrace chitosanu PSS o koncentracích 1 %, 0,5 % a 0,1 %. 
 Opět můţeme sledovat trend zmenšujícího se signálu s pouţitou koncentrací pouţitých 
roztoků. Titrace 1% roztoku chitosanu 1% roztokem PSS ukazuje postupně zmenšující se 
signál s přídavky PSS do systému. Na úvodu titrace vidíme poměrně velký zaznamenaný 
signál (aţ 80 μW). Zajímavá je také oblast k závěru titrace (kolem sedmé hodiny), kdy 
dochází k mírnému nárůstu zaznamenaného signálu. Mohlo se tak dít ve spojitosti se 
změnami v systému, které jiţ nesouvisely s tvorbou PEK (např. zhoršené míchání systému, 
vysráţení vloček PEK, aj.) 
 
Obr. 17 Titrace 1% chitosanu 1% karagenanem. 
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Obr. 18 Titrace 0,5% (0,1%) roztoku chitosanu 0,5% (0,1%) roztokem karagenanu. 
 Pro titraci 1% roztoku chitosanu 1% roztokem karagenanu byl zvolen interval přídavku 
10 minut jako v případě pouţití PSS nebo alginátu. Vidíme, ţe signál nevykazuje ţádný trend 
růstu nebo poklesu a osciluje kolem 25 μW. Kvůli tendenci PEK na bázi chitosanu 
a karagenanu silně gelovat byl interval přídavku pro další titrace zvolen na 15 minut. 
V případě titrací chitosanu karagenanem o niţší koncentraci (Obr. 18) jiţ vidíme delší trvání 
titrace z důvodu delšího intervalu mezi přídavky. Můţeme také vidět podobně chaotický 
signál jako na grafech zobrazujících titrace chitosanu PSS (Obr. 14 a Obr. 15). Po provedení 
všech titrací, kde byly pouţity stejné hmotnostní koncentrace, byly tyto zhodnoceny jako 
nevhodné. 
6.2.2 Titrace 0,25% chitosanu 0,5% alginátem, PSS a karagenanem 
 Následujícím vhodným koncentračním poměrem byl zvolen 1:2 (chitosan:polymer), a to 
po vizuálních zkouškách, kdy byly jednoduše míchány roztoky chitosanu s alginátem, PSS 
nebo karagenanem v různých poměrech. Výsledky však ukázaly, ţe se nejedná o vhodnou 
variantu. Signál se ve všech třech případech pohyboval v jednotkách μW. Baseline byla silně 
zvlněna a signál se celkově jevil jako neuspořádaný a chaotický. Z takových měření nemohl 
být vysledován ţádný trend nebo moment, ve kterém dochází k výrazné změně v systému. Pro 
ukázku je znázorněna titrace 0,25% chitosanu 0,5% alginátem (grafy titrací PSS 
a karagenanem jsou pro přehlednost umístěny v příloze). 
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Obr. 19 Titrace 0,25% roztoku chitosanu 0,5% roztokem alginátu. 
6.2.3 Titrace 0,5% roztoku alginátu (PSS, karagenanu) 0,25% roztokem chitosanu 
 Po předchozích měřeních bylo rozhodnuto o obrácení pořadí, ve kterém jsou polymery 
k sobě přikapávány. V těchto měřeních je tedy titračním činidlem roztok chitosanu, jeho nízká 
koncentrace jiţ dovoluje přesné dávkování kapilárou do cely umístěné v kalorimetru.  
 
Obr. 20 Titrace 0,5% alginátu 0,25% roztokem chitosanu. 
 Průběh titrace na Obr. 20 ukazuje velmi chaotický signál, od oblasti první aţ do páté 
hodiny titrace signál nabývá záporných hodnot. Celkově se signál pohybuje do 80 μW. 
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Obr. 21 Titrace 0,5% roztoku PSS 0,25% roztokem chitosanu. 
 Titrace 0,5% roztoku PSS roztokem chitosanu o koncentraci 0,25 % ukazuje zajímavý jev. 
Kdy všechny přídavky vykazují zvýšení signálu ve směru exotermního děje aţ na jeden 
zhruba v polovině titrace. Následován je píkem ve směru nad osu x o vysokém tepelném toku 
aţ 150 μW. Tento jev by mohl být spojen s vysráţením vloček polyelektrolytového 
komplexu. Avšak s jistotou bychom to mohli tvrdit aţ po opakovaném měření, ţádné jiné 
měření s polystyrensulfonátem tento trend neukázal. 
 
Obr. 22 Titrace 0,5% roztoku karagenanu 0,25% roztokem chitosanu. 
-150
-100
-50
0
50
100
150
200
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
te
p
el
n
ý
 t
o
k
 (
μ
W
) 
t (h) 
-10
0
10
20
30
40
50
60
70
80
90
100
0 2 4 6 8 10 12 14
te
p
en
ý
 t
o
k
 (
μ
W
) 
t (h) 
47 
 
 U titrace na Obr. 22 pozorujeme ustálenou baseline a postupně zmenšující se píky 
tepelného toku po přídavcích chitosanu do systému. Signál se pohybuje v řádu desítek μW. 
6.2.4 Titrace 0,5% roztoku alginátu (PSS, karagenanu) 0,1% roztokem chitosanu 
  Po nepříliš úspěšném pouţití titračního postupu přidávání 0,25% roztoku chitosanu do 
0,5% roztoku polymeru byla zvolena jiná koncentrace chitosanu, a to 0,1 %. Tyto titrace se 
v celkovém srovnání ukazují jako nejúspěšnější, baseliny jsou vyrovnané, dochází 
k postupnému sniţování píků a všechny píky směřují nad osu x ve smyslu exotermního 
pochodu. Ovšem u titrace s alginátem (Obr. 23) vidíme, ţe píky neklesají postupně, ale jejich 
výška kolísá. To můţe souviset se vznikem polyelektrolytového komplexu gelovité 
nehomogenní struktury. Míchání obsahu cely mohlo být nerovnoměrné. Podobně u titrace 
s PSS (Obr. 24) vidíme, ţe výška píků neklesá rovnoměrně. Tepelný tok se pohybuje 
v desítkách μW. 
 
Obr. 23 Titrace 0,5% roztoku alginátu 0,1% roztokem chitosanu. 
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Obr. 24 Titrace 0,5% roztoku PSS 0,1% roztokem chitosanu. 
 Titrace 0,5% roztoku karagenanu roztokem chitosanu o koncentraci 0,1 % ukazuje také 
postupné sniţování signálu (Obr. 25). Nejvyšší pík byl zaznamenán ihned po prvním 
z padesáti přídavků (téměř 80 μW). 
 
Obr. 25 Titrace 0,5% roztoku karagenanu 0,1% roztokem chitosanu. 
6.2.5 Titrace lignohumátu chitosanem 
 Po prozkoumání různých uspořádání titračních experimentů byla jako nejlepší uznána 
varianta titrace 0,5% roztoku polyaniontu 0,1% roztokem chitosanu. Tento poměr byl tedy 
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vyzkoušen i na lignohumátu. Na grafu níţe vidíme průběh této titrace. Je velmi podobný 
předchozím provedeným měřením. Píky ukazují na exotermní pochody, pohybují se 
v rozmezí desítek μW a postupně jejich výška nerovnoměrně klesá. 
 
Obr. 26 Titrace 0,5% roztoku lignohumátu 0,1% roztokem chitosanu. 
 Ţádná z provedených titrací neproběhla tak, aby mohla být podrobena další analýze, a to 
proloţením vhodným modelem a vypočítáním charakteristických konstant. Titrační poměry 
byly tedy velmi upraveny od původních navrhovaných, ale stále nejsou dostatečně správné 
a bylo by vhodné hledat ještě lepší koncentrační poměry, nebo titrace provést při jiné teplotě 
nebo v jiném prostředí. Velkou roli můţe hrát také vznik nehomogenních komplexů, které 
ztěţují míchání a přináší do systému další rušivé vlivy. I přes to se v některých případech 
podařilo dosáhnout očekávaného trendu (Obr. 22 aţ 26), tedy ţe se signál tepelného toku se 
zvyšující se koncentrací přikapávané látky sniţuje. Z toho lze usoudit, ţe dochází 
k postupnému obsazení vazných míst polymerů, tvorbě různých forem komplexů a tím k tzv. 
vytitrování směsi. V případě, ţe by se experimenty prováděly s ještě vyšší koncentrací 
přidávané látky, můţeme očekávat další mírné sniţování intenzity signálu aţ k jejímu ustálení 
na konstantní hodnotě. 
6.3 Měření intenzity rozptýleného světla, velikosti částic a zeta potenciálu 
6.3.1 Titrace sledující intenzitu rozptýleného světla a velikost částic 
 Byly provedeny titrační experimenty sledující intenzitu rozptýleného světla a velikost 
částic. K roztoku chitosanu byl dávkován roztok alginátu, PSS a karagenanu. Byly pouţity 
stejné hmotnostní koncentrace 0,5 %, 0,25 % a 0,1 %. Koncentrace 1 % nebyla vhodná, 
protoţe instrumentace titrátoru nedokázala čerpat viskózní roztoky. Budou diskutovány titrace 
s pouţitou hmotnostní koncentrací 0,5 % (titrace s koncentrací 0,25 % a 0,1 % jsou umístěny 
v příloze). 
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Obr. 27 Titrace 0,5% chitosanu 0,5% alginátem, závislost průměru velikosti částic a intenzity 
rozptýleného světla na objemu přídavku alginátu. 
 Vidíme, ţe titrace chitosanu alginátem (Obr. 27) ukazuje téměř nezměněnou intenzitu 
rozptýleného světla, aţ na čtvrtý přídavek, kde výrazně klesla, ale poté se vrátila zpět na 
úroveň kolem hodnoty 7000. Průměr velikosti částic kolísá více, nejvíce je to patrné při 
objemu přídavku alginátu 8 ml, kde průměr klesá, a zároveň vykazuje největší směrodatnou 
odchylku. V této fázi zřejmě došlo k tvorbě gelových komplexů, které jiţ nemohly být nasáty 
tenkou hadičkou do kyvety, kde probíhalo měření. 
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Obr. 28 Titrace 0,5% chitosanu 0,5% PSS, závislost intenzity rozptýleného světla a průměru 
velikosti částic na objemu přídavku PSS. 
 U titrace chitosanu polystyrensulfonátem (Obr. 28) si můţeme všimnout nárůstu intenzity 
rozptýleného světla i velikosti částic, která je největší po osmém přídavku (cca 3 ml přidaného 
PSS). Zde vidíme opět i největší směrodatné odchylky pro obě sledované veličiny. Velikost 
částic dále klesá, je to způsobeno nejspíše sedimentací velkých částic komplexů na dno 
reakční nádobky. Tyto velké částice jiţ poté nejsou detekovány v kyvetě. 
 
Obr. 29 Titrace 0,5% chitosanu 0,5% karagenanem, závislost intenzity rozptýleného světla 
a průměru velikosti částic na objemu přidaného karagenanu. 
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 Při nárůstu intenzity rozptýleného světla na Obr. 29 vidíme mírný pokles průměru velikosti 
částic (včetně zvětšení směrodatných odchylek). Stagnování a poté mírný pokles průměru 
velikosti částic je připisován tomu, ţe vznikl poměrně homogenní hydrogel, který téměř 
vůbec necirkuloval systémem. Obecně nejsou gelující systémy vhodné pro měření intenzity 
rozptýleného světla a velikosti částic, protoţe potřebujeme zaznamenávat fluktuace v roztoku.  
6.3.2 Titrace sledující velikost částic a zeta potenciál 
 Následující titrace byly provedeny ve shodě s kalorimetrickými experimenty. Místo 
intenzity rozptýleného světla ale byl sledován zeta potenciál. Jeho hodnoty nám mohou 
mnohé napovědět o stabilitě systému a navíc změna zeta potenciálu můţe souviset s tvorbou 
polyelektrolytových komplexů. Všechny titrace chitosanu vykazují kladnou hodnotu zeta 
potenciálu, protoţe chitosan nese kladné náboje, je i dvojvrstva nabita kladně. 
 
Obr. 30 Titrace 0,5% chitosanu 0,25% alginátem, závislost průměru velikosti částic a zeta 
potenciálu na objemu přídavku alginátu. 
 Při titraci 0,5% chitosanu 0,25% alginátem došlo k mírnému zvýšení průměru velikosti 
částic, poté ke sníţení a při posledním přídavku k prudkému nárůstu (také vidíme mnohem 
větší směrodatnou odchylku). Tento trend kopíruje také zeta potenciál, který se téměř nemění 
aţ na poslední přídavek, kdy dochází k jeho sníţení k hranici stability (30 mV). 
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Obr. 31 Titrace 0,5% chitosanu 0,25% PSS, závislost průměru velikosti částic a zeta 
potenciálu na objemu přídavku PSS. 
 Titrace chitosanu polystyrensulfonátem (Obr. 31) ukazuje hned v druhém přídavku mírné 
zvýšení velikosti částic, poté však dochází k jejímu postupnému sniţování aţ do posledního 
přídavku, kdy mírně velikost částic stoupá a zeta potenciál klesá pod úroveň stability.  
 
Obr. 32 Titrace 0,5% chitosanu 0,25% karagenanem, závislost průměru velikosti částic a zeta 
potenciálu na objemu přidaného karagenanu. 
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 Titrace chitosanu karagenanem (Obr. 32) ukazuje nárůst velikosti částic při čtvrtém 
přídavku (cca 2,5 ml karagenanu). Zeta potenciál ovšem po celou dobu měření osciluje kolem 
hodnoty 40 mV a neklesá pod úroveň stability. Vizuálně ovšem bylo ověřeno, ţe během 
měření došlo k silné gelaci, vzorek tedy opět nebyl zřejmě dobře promícháván. 
 Byly také provedeny experimenty titrace 0,25% chitosanu 0,5% roztokem PSS (alginátu 
a karagenanu – uvedeny v příloze). Velice zajímavým měřením se jeví titrace s PSS (Obr. 33). 
Při této titraci došlo k sníţení zeta potenciálu natolik, ţe přešel z kladné stabilní oblasti do 
záporné oblasti (na pomezí stability). Zároveň při velkém sníţení zeta potenciálu došlo 
k rapidnímu zvýšení velikosti částic a příslušné směrodatné odchylky. To ukazuje na silné 
interakce mezi chitosanem a polystyrensulfonátem, jejichţ komplex se poté vysráţel, coţ 
ukazuje opětovné sníţení velikosti částic u posledního přídavku. Můţeme také konstatovat, 
ţe mezi předposledním a posledním přídavkem prošel systém svým isoelektrickým bodem 
(v rozmezí cca 6 – 8 ml přidaného PSS). 
 
Obr. 33 Titrace 0,25% chitosanu 0,5% PSS, závislost průměru velikosti částic a zeta 
potenciálu na přidaném objemu PSS. 
 Po provedení titrací chitosanu bylo přistoupeno k obrácení pořadí míchání PEK. Stejně 
jako u kalorimetrických experimentů byly provedeny titrace 0,5% alginátu, PSS a karagenanu 
roztoky chitosanu o koncentraci 0,25 % nebo 0,1 %. 
 Průběh titrace alginátu chitosanem jsou znázorněny na Obr. 34 a Obr. 35. Při pouţití 
0,25% chitosanu vidíme nárůst velikosti částic (největší je při osmém přídavku). Zeta 
potenciál prudce stoupnul při třetím přídavku a zůstal v nestabilní oblasti do konce titrace. 
Pouţití 0,1% chitosanu ukazuje zvláštní průběh titrace, kdy zeta potenciál pořád zůstává niţší 
neţ hranice stability –30 mV. Velikost částic se pohybuje v rozmezí 1500 – 2000 nm. Tato 
velikost je mnohem menší neţ u titrace na Obr. 34. Vysvětlením můţe být vznik velkých 
nehomogenních gelových agregátů, které nemohly být nasáty do kyvety. Zatímco u 0,25% 
chitosanu vznikaly větší částice, které nebyly tak kompaktní, a proto prošly do kyvety. 
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Obr. 34 Titrace 0,5% alginátu 0,25% chitosanem, závislost průměru velikosti částic a zeta 
potenciálu na objemu přídavku chitosanu. 
 
Obr. 35 Titrace 0,5% alginátu 0,1% chitosanem, závislost průměru velikosti částic a zeta 
potenciálu na objemu přídavku chitosanu. 
 Titrace PSS chitosanem jsou zobrazeny na Obr. 36 a Obr. 37. Titrace s 0,25% PSS 
zajímavě zobrazuje nejmenší velikost částic ze všech provedených měření. Vznikaly ovšem 
stejné makroskopické bílé částice jako při ostatních titracích s PSS. Aplikováním napětí se 
však tyto komplexy adherovaly na elektrody v kyvetě a necirkulovaly, nebyly tedy 
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detekovány při měření velikosti částic. Zeta potenciál vystoupal do oblasti nestability a udrţel 
se v oblasti kolem  – 20 mV. Při titraci 0,1% chitosanem došlo k prudkému nárůstu velikosti 
částic aţ po posledním přídavku chitosanu do systému. Zeta potenciál se udrţel také v oblasti 
nestability. 
 
Obr. 36 Titrace 0,5% PSS 0,25% chitosanem, závislost průměru velikosti částic a zeta 
potenciálu na objemu přídavku chitosanu. 
 
Obr. 37 Titrace 0,5% PSS 0,1% chitosanem, závislost průměru velikosti částic a zeta 
potenciálu na objemu přídavku chitosanu. 
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 Na závěr všech experimentů byl vybrán poslední pouţitý model pro měření 
s lignohumátem. Jejich průběh ukazují Obr. 38 a Obr. 39. V obou případech došlo ke zvýšení 
zeta potenciálu do takové míry, ţe překročil nulovou hodnotu (tedy isoelektrický bod) a došlo 
k jeho zvýšení aţ na hodnotu kolem 15 mV. Průběh první diskutované titrace ale neukazuje 
na to, ţe by se dalším přídavkem chitosanu systém stabilizoval, vznikají tedy nestabilní PEK. 
Průměr velikosti částic dobře kopíruje průběh zeta potenciálu a jeho největší vzrůst je 
pozorován právě při vzrůstu zeta potenciálu. Při titracích za pouţití lignohumátu byl 
pozorován vznik komplexů za zesvětlání roztoku a vysráţení makroskopických částic na dno 
reakční nádobky. 
 
Obr. 38 Titrace 0,5% lignohumátu 0,25% chitosanem, závislost průměru velikosti částic a 
zeta potenciálu na objemu přídavku chitosanu. 
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Obr. 39 Titrace 0,5% lignohumátu 0,1% chitosanem, závislost průměru velikosti částic a zeta 
potenciálu na objemu přídavku chitosanu. 
6.3.3 Turbidimetrie 
  Turbidimetrické experimenty potvrzují pozorování chování polyelektrolytů při vzájemném 
smísení. Ve všech případech došlo ke zvyšování absorbance (v tomto případě můţeme 
sledovanou veličinu také označovat jako optickou hustotu). Vznik PEK znesnadňuje průchod 
světelného paprsku systémem.  
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Obr. 40 Turbidimetrická měření titrace 0,1% chitosanu 0,5% roztoky příslušného 
polyaniontu. 
 První graf (Obr. 40) ukazuje průběhy závislosti absorbance na objemu přidaného 
polyaniontu. Přídavky polystyrensulfonátu způsobily největší zvýšení absorbance, při 
nejvyšších hodnotách také vidíme největší směrodatné odchylky. Přidání karagenanu do 
chitosanu ukazuje na mírný nárůst absorbance, která je stabilní u posledních dvou přídavků. 
Při titraci alginátem došlo ke zvýšení absorbance při objemu 2 ml a následné stagnování aţ 
mírné sniţování. Všechny výsledky tedy potvrdily očekávaný trend průběhu absorbance.  
 V následujícím grafu (Obr. 41) můţeme vidět porovnání průběhu titrací 10 ml roztoku 
polyaniontu o koncentraci 0,5 % roztokem 0,25% chitosanu. Titrace PSS chitosanem proběhla 
téměř lineárně a naprosto se vymyká všem ostatním měřením. Ve skutečnosti byl mezi 
přídavky systém poměrně intenzivně míchán a vločky PEK nemohly sedimentovat, coţ by 
bylo jinak podpořeno poklesem absorbance. Absorbance alginátu se nerovnoměrně při titraci 
zvyšovala. To můţeme připsat vzniku nehomogenních komplexů, které zrovna mohly nebo 
nemusely projít okolím optické sondy. Ještě více neuspořádaně působí titrace karagenanu. Při 
větších hodnotách absorbance sledujeme i větší směrodatné odchylky způsobené 
heterogenitou systému. 
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Obr. 41 Turbidimetrická měření titrace 0,5% roztoku polyaniontu 0,25% roztokem chitosanu. 
 Obecně turbidimetrická měření prokázala, ţe při mísení dvou polyelektrolytů dochází 
k optickým změnám v systému. Nebyl však vypozorován ţádný trend nebo výrazná změna, 
která by ukazovala na „kritickou― koncentraci. Tato měření byla provedena po vzoru 
zjišťování kritické micelární koncentrace, nicméně tyto systémy se chovají naprosto odlišně, 
vzniká nejen zákal, ale dochází ke gelaci, vznikající komplexy jsou nehomogenní 
a mnohonásobně větší, měření tedy probíhá s mnohem větší chybou. 
6.3.4 Porovnání lignohumátu s ostatními polyanionty 
 Původní motivací této práce bylo nalézt modelový (bio)polymer, který by mohl být pouţit 
místo lignohumátu při tvorbě PEK s chitosanem. Obecně po všech provedených měřeních 
můţeme říci, ţe ţádný polymer nemůţe plně modelově nahradit lignohumát. Můţeme však 
porovnat výsledky získané jednotlivými metodami. Lignohumát (a huminové kyseliny 
obecně) jsou velmi ojedinělými přírodními látkami. Bylo prokázáno vizuálně, kalorimetricky 
i optickými metodami, ţe dochází k tvorbě polyelektrolytových komplexů na bázi chitosanu 
a zvolených polyaniontů (lignohumát, alginát, PSS, karagenan). Při vizuálním srovnání 
jednotlivých PEK se sobě nejvíce podobají komplexy chitosan-lignohumát a chitosan-PSS, 
a to díky tvorbě makroskopických částic, které postupně sedimentují. Tyto PEK negelují. 
 Ovšem při volbě modelového polymeru musíme brát v potaz chemické sloţení 
a molekulovou hmotnost. Sloţení a struktura jednotlivých polymerů nebyla v této práci 
studována podrobně, pouze byly pouţity poznatky z literatury. Vzhledem ke komplexnosti 
molekul LH je těţké určit modelový polymer. Polystyrensulfonát obsahuje převáţně jen 
sulfátové skupiny, alginát karboxylové a hydroxylové, karagenan sulfátové a hydroxylové 
funkční skupiny. Po studiu molekulových hmotností vybraných polymerů můţeme usoudit, ţe 
jako model není vhodný ţádný z nich, protoţe molekulová hmotnost lignohumátu je 
mnohonásobně větší neţ u ostatních molekul. Navíc se u lignohumátu objevilo agregační 
chování, to nebylo pozorováno u ostatních chromatografických měření. 
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 Pokud porovnáme interakce mezi polyelektrolyty zjištěné kalorimetricky (titrace 0,5% 
roztoku polyaniontu 0,1% roztokem chitosanu), zjistíme, ţe interakce mezi lignohumátem 
a chitosanem se pohybovaly v rozmezí 20 – 70 μW. Podobné hodnoty se ukázaly i při 
titračních experimentech s PSS, alginátem i karagenanem. Porovnání výsledků měření 
velikosti částic a zeta potenciálu ukázalo, ţe pouze při pouţití lignohumátu došlo k zvýšení 
hodnot zeta potenciálu ze záporné stabilní oblasti přes nulovou hodnotu do kladné hodnoty 
nestability (méně neţ 30 mV). 
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7 ZÁVĚR 
Cílem této diplomové práce bylo najít vhodnou alternativní sloučeninu za huminové kyseliny, 
která by mohla být vyuţita k tvorbě polyelektrolytových komplexů s chitosanem. Dále tvorbu 
těchto polyelektrolytových komplexů prostudovat vhodnými metodami termické a strukturní 
analýzy. Základ práce tvoří teoretická část, která shrnuje vlastnosti všech diskutovaných látek 
a moţnosti jejich aplikace především v medicíně, farmacii, potravinářství a zemědělství. 
Práce také shrnuje principy pouţitých metod a v rešeršní části popisuje nejnovější poznatky 
v oblasti polyelektrolytových komplexů vybraných látek a vyuţití zvolených metod. 
 Jako moţné vhodné alternativní polymery byly vybrány: alginát, polystyrensulfonát sodný 
a karagenan. Metodou termické analýzy byla zvolena izotermická titrační kalorimetrie, jako 
metoda strukturní analýzy bylo zvoleno měření velikosti částic a zeta potenciálu pomocí 
koloidního analyzátoru. Dále byla jako doplňková metoda zvolena turbidimetrie, která sleduje 
vznik zákalu (a obecně změnu optických vlastností). Pro charakterizaci jednotlivých polymerů 
byla vyuţita rozměrově vylučovací chromatografie. Její vyuţití nám dovoluje získat 
informace o molekulové hmotnosti látky.  
 Kalorimetrické experimenty byly prováděny na základě předchozích zkušeností. Byly tedy 
titrovány roztoky chitosanu roztokem polyaniontu (PSS, karagenan, alginát). Bylo prokázáno, 
ţe s klesající koncentrací pouţitých roztoků klesá hodnota zaznamenaného tepelného toku 
(tedy míra interakcí). Dále byl zvolen titrační model dávkování chitosanu do roztoku 
polyaniontu. Tato měření se ukázala v souhrnu jako nejlepší, a proto bylo toto nastavení 
vybráno pro měření interakcí mezi chitosanem a lignohumátem. Pro bliţší analýzu tvorby 
PEK by ovšem mělo být nadále optimalizováno nastavení experimentu. Vhodné by bylo 
pouţití stejného média (chitosan byl rozpouštěn v acetátovém pufru, zatímco polyanionty 
v přečištěné vodě), prozkoumání jiných teplot, při kterých by titrace probíhala, případně další 
úprava koncentračních poměrů nebo pH. Při titracích chitosanu s alginátem a karagenanem 
docházelo ke gelaci, coţ je další neţádoucí jev, který můţe hrát roli v zaznamenaném 
tepelném toku. 
 Metodou dynamického rozptylu světla byly prováděny titrace chitosanu roztokem 
polyaniontu (PSS, karagenan, alginát) o stejné koncentraci. Byla zaznamenávána intenzita 
rozptýleného světla a Z-průměr velikosti částic. Takto uspořádané experimenty nebyly 
vyhodnoceny jako vhodné a bylo přistoupeno ke sledování zeta potenciálu, který mnohem 
lépe neţ intenzita rozptýleného světla reflektuje změny systému spojené s tvorbou 
polyelektrolytových komplexů. Při všech dalších měřeních se ukázala výrazná změna zeta 
potenciálu s tvorbou PEK. Při titraci 0,25% roztoku chitosanu 0,5% roztokem PSS a při 
titracích lignohumátu (0,5%) chitosanem (0,25% a 0,1%) došlo k rapidní změně zeta 
potenciálu, kdy systém prošel svým isoelektrickým bodem. Turbidimetrická měření prokázala 
změnu optických vlastností systému při tvorbě PEK. Vznikající komplexy jsou heterogenní 
povahy, při pouţití alginátu a karagenanu gelující. 
 Obecně je zkoumání tvorby polyelektrolytových komplexů zajímavou oblastí bádání, 
protoţe jejich mechanismus nebyl zatím uspokojivě objasněn, navíc se liší při pouţití 
odlišných dvojic polyelektrolytů. Tato práce posunula zkoumání PEK na bázi chitosanu 
a lignohumátu dále a měla by být dále rozvíjena.  
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9 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
DA  stupeň acetylace 
DD  stupeň deacetylace 
DLS  dynamický rozptyl světla 
FK  fulvinové kyseliny 
GFC  gelová filtrační chromatografie 
GPC  gelová permeační chromatografie 
HIV  human immunodeficiency virus 
HK  huminové kyseliny 
HL  huminové látky 
HMW  vysoká molekulová hmotnost 
ITC  izotermická titrační kalorimetrie 
LMW  nízká molekulová hmotnost 
MALLS multi-angled laser light scattering 
MMW  střední molekulová hmotnost 
PEK  polyelektrolytové komplexy 
PSS  polystyrensulfonát 
PVC  polyvinylchlorid 
SEC  rozměrově vylučovací chromatografie 
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10 PŘÍLOHY 
 
Příloha 1Ukázka polyelektrolytových komplexů vzniklých smísením chitosanu s karagenanem, 
alginátem, PSS a lignohumátem (zleva).  
 
Příloha 2 ITC, titrace 1% roztoku chitosanu 1% roztokem PSS. 
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Příloha 3 ITC, titrace 0,5% roztoku chitosanu 0,5% roztokem PSS. 
 
Příloha 4 ITC, titrace 0,1% roztoku chitosanu 0,1% roztokem PSS. 
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Příloha 5 ITC, titrace 0,25% roztoku chitosanu 0,5% roztokem PSS. 
 
Příloha 6 ITC, titrace 0,25% roztoku chitosanu 0,5% roztokem karagenanu. 
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Příloha 7 Titrace 0,25% chitosanu 0,25% alginátem, závislost intenzity rozptýleného světla 
a průměru velikosti částic na objemu přidaného alginátu. 
 
Příloha 8 Titrace 0,1% chitosanu 0,1% alginátem, závislost intenzity rozptýleného světla 
a průměru velikosti částic na objemu přidaného alginátu. 
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Příloha 9 Titrace 0,25% chitosanu 0,25% PSS, závislost intenzity rozptýleného světla 
a průměru velikosti částic na objemu přidaného PSS. 
 
Příloha 10 Titrace 0,1% chitosanu 0,1% PSS, závislost intenzity rozptýleného světla 
a průměru velikosti částic na objemu přidaného PSS. 
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Příloha 11 Titrace 0,25% chitosanu 0,25% karagenanem, závislost intenzity rozptýleného 
světla a průměru velikosti částic na objemu přidaného karagenanu. 
 
Příloha 12 Titrace 0,1% chitosanu 0,1% karagenanem, závislost intenzity rozptýleného světla 
a průměru velikosti částic na objemu přidaného karagenanu. 
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Příloha 13 Titrace 0,25% chitosanu 0,5% alginátem, závislost zeta potenciálu a průměru 
velikosti částic na objemu přidaného alginátu. 
 
Příloha 14 Titrace 0,25% chitosanu 0,5% karagenanem, závislost zeta potenciálu a průměru 
velikosti částic na objemu přidaného karagenanu. 
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